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 مقدمه

تهيه بنابراين و بينند مي صدمه يا شده پاره آساني به و هستند نرم بسيار تازه هاي بافت اغلب 
 به شوند تثبيت يا حفظ شيميايي صورت به اينکه مگر باشد نمي پذير امکان آنها از نازک برش

 چنين آوردن فراهم براي روش دو کلي طور به .شوند حمايت زدن، برش هنگام در که صورتي
 :دارد وجود زدن برش هنگام در حمايتي

  

  زده يخ هاي برش ها، برش نوع اين به .زد برش زده يخ صورت به را بافت توان مي -1    
(frozen section or cryosection)گويند 

 

 مناسب فيزيکي  خواص با جامدي به  متعاقباً که  را  مايع يک  توان مي ديگر روش  در -2   
 از اي نمونه پارافين .نمود وارد بافت به دهد مي را  نازک هاي برش گرفتن  اجازه  و  شود مي تبديل

 گويند(paraffin section) پارافيني هاي برش ها، برش ع نو اين به .است مواد اين

 

 

به نياز که مواردي در و دارند پارافيني هاي برش به نسبت  کمتري کيفيت زده يخ هاي برش 
   شوند مي تهيه باشد، بافت سريع بررسي



CRYOSTAT MICROTOME 

نام به که دار يخچال هاي ميکروتوم cryostat microtome شوند مي شناخته 

زدن يخ هنگام در که شود مي ور غوطه مانندي ژل محيط در نمونه زده يخ هاي برش تهيه براي 
 الکل وينيل پلي و گليکول اتيلن پلي مانند کند پيدا زده يخ بافت تراکم مشابه تراکمي

 



 براي تهيه برش هاي پارافيني(TISSUE PROCESSING)  آماده سازي بافت

موم يک در کامل طور به و شده تثبيت جانور يا انسان از شده گرفته بافت آن طي در که مراحلي به 
  شود، ميکروتوم دستگاه توسط زدن برش آماده که صورتي به شود مي ور غوطه مناسب شناسي بافت

 گويند «بافت سازي آماده»

 

موم به سازي آغشته و سازي شفاف آبگيري، تثبيت، :است مرحله چهار شامل بافت سازي آماده  
 (پارافين)

.  

 



 (FIXATION)تثبيت کردن -1

اين به حصول براي .است خود طبيعي صورت به بافتها حفظ سلولي، و شناسي بافت هاي تکنيک همه بخش مهمترين 
 تلاش بايد .شوند مي ور غوطه (fixation fluid) کننده تثبيت مايع يک در ها گسترش يا بافت هاي تکه هدف
 غير در .گيرد انجام برداشت محل همان در آزمايشگاهي جانور يا انسان از نمونه برداشت از بعد بلافاصله کار اين نمود
  .گيرد قرار کننده تثبيت در بلافاصله و حمل آزمايشگاه به فوراً بايد نمونه صورت اين

و درون ساختارهاي نيز و کند مي جلوگيري اتوليز از ليزوزومي هاي آنزيم کردن فعال غير با کنندها تثبيت اصولًا 
 تثبيت .کند مي پايدار مايعات، ساير و آب توسط شدن حل به نسبت ها ماکرومولکول کردن مقاوم با را سلول بيرون
 .کنند مي جلوگيري شوند، مي فساد موجب که ها قارچ و ها باکتري رشد از همچنين ها کننده

از ترکيبي يا آنها، به اضافي ترکيبات افزودن يا ها پروتئين انعقاد با يا خود حفاظتي هدف به نيل براي ها کننده تثبيت 
 ها، پروتئين ها، چربي از برخي .شوند اتوليزمي از جلوگيري نتيجه در و ها آنزيم شدن غيرفعال موجب دو هر

   .شوند مي خارج کننده تثبيت مايعات توسط بودن محلول صورت در معدني مواد و ها کربوهيدرات
فرمالدهايد معمولًا (Formaldehyde) رود مي کار به  کردن تثبيت براي  %10 غلظت با فرمالين يا  %4 غلظت با 
گيرد مي انجام اتاق  حرارت در کردن تثبيت عمل 
است لازم کردن تثبيت براي زمان ساعت 24 تا 6 نمونه اندازه به بسته   
گيرند مي قرار مشخصات ذکر با مناسب ظروف يا ويژه  هاي سبد در ها نمونه 

 

 
 





 اهميت تثبيت کردن

شده تثبيت خوبي به نمونه که است استفاده قابل زماني تنها نمونه اصلي مورفولوژي جزئيات 
 باشد

 

ها نمونه ضعيف کردن تثبيت پي در: 
گيرد مي انجام بيشتري مشکلات با و سختي به آنها روي برش انجام 
به درست، گيري برش و سازي آماده مراحل بقيه دقيق انجام وجود با حتي ها نمونه مورفولوژي 

 شود نمي داده نشان خوبي

 
 

  



 (DEHYDRATION)آبگيري -2

در نمونه آنکه از قبل است، (آب در حل قابل غير) هيدروفوبيک پارافين اينکه دليل به 
 از هايي محلول در ها نمونه بردن فرو با عمل اين .شود حذف آن آب بايد گيرد قرار پارافين

 آب بدون کاملًا و خالص الکل به نهايت در و اند شده مرتب غليظ به رقيق از که اتانول الکل
   گيرد مي انجام رسند، مي

 

 
 

  



 (CLEARING)شفاف سازي -3

آن در توان نمي هنوز ولي است آب فاقد کاملًا نمونه مرحله اين تا اينکه وجود با 
 يک از بنابراين .نيستند يکديگر در حل قابل پارافين و الکل زيرا داد نفوذ پارافين
 .است اختلاط قابل پارافين با هم و الکل با هم که شود مي استفاده حدواسط حلال

  ذوب پارافين توسط خود بعد مرحله در سپس و شود مي اتانول جايگزين حلال اين
 نامگذاري اين دليل .شود مي ناميده سازي شفاف مرحله اين  .گردد مي جايگزين شده
  نسبتاً شکست ضريب دليل به مرحله اين در استفاده مورد مواد از برخي که است اين

 حل کننده شفاف مواد ديگر مهم نقش .شوند مي نيز ها بافت شفافيت  موجب بالاتر،
  جلوگيري پارافين نفوذ از ماندن باقي صورت در که است ها بافت چربي بردن بين از و

 .کنند مي
 
لازم گزيلل از دادن عبور مرحله چندين و است گزيلل کننده شفاف ماده ترين معمول 

 .شود اتانول جايگزين کاملًا تا است
 
 

  



 (INFILTERATION WITH WAX)آغشته سازي با موم -4

مواد ها سال براي اگرچه .شود مي داده نفوذ بافت در شناسي بافت مناسب موم يک مرحله اين در 
 پارافين پايه بر شناسي بافت هاي موم اند، گرفته قرار استفاده مورد منظور اين براي مختلف
 کند نفوذ بافت داخل به تواند مي و است مايع گراد سانتي درجه 60 در پارافين .هستند تر متداول

 آن از توان مي و شده جامد دما اين در که شود مي سرد گراد سانتي درجه 20 دماي تا سپس و
 افزودني ماده چند و خالص پارافين از مخلوطي ها موم اين گاهي .کرد تهيه منسجمي هاي برش
 -مي باعث که دارد مناسبي فيزيکي خواص ويژه فرمولاسيون اين .هستند ها رزين انواع مانند ديگر
 دستگاه در ميکرومتر 2 حداقل ضخامت تا را بافت بتوان و کند نفوذ بافت داخل به موم شود

 انعطاف ،گرم آب حمام در شناورسازي هنگام در آب روي شدن باز براي نيز و زد برش ميکروتوم
 .دارند کافي پذيري

 

 



 دستگاه آماده سازي خودکار بافت



 (EMBEDDING OR BLOCKING OUT)قالب گيري 

دستگاه به را آن بتوان تا شود گيري قالب بايد شد آغشته موم با کاملًا نمونه که هنگامي 
 پر شده ذوب موم از حدي تا قالب مرحله اين براي .کرد گيري برش و نمود متصل ميکروتوم

 بقيه آن از پس .گيرد مي قرار موم در نظر مورد جهت در و دقت با نمونه سپس و شود مي
 مرحله اين در نمونه گيري قرار جهت به توجه .شود مي پر شده ذوب موم با قالب فضاي
 که صورتي در نمود اضافه بايد .بود خواهد برش نوع کننده تعيين چون دارد، اهميت بسيار
  کاملًا بافتي هاي نمونه حاوي مومي هاي بلوک شود، انجام درستي به بافت سازي آماده
 .نمود ذخيره ها مدت را آنها توان مي و بوده پايدار



 پوشش دادن لام هاي شيشه اي

اين پوشش جهت مختلفي مواد .گيرندمي قرار ايشيشه هايلام روي بافتي هايبرش اغلب 
 سطح از هانمونه آميزي،رنگ بعدي مراحل در تا کندمي کمک کار اين .رودمي کار به هالام
 نشوند شسته لام

و رودمي کار به هالام سطح پوشاندن براي که است ايماده ترينمتداول مرغتخم آلبومين 
 شودمي لام سطح به نمونه چسبيدن باعث



 برش گيري

شوند مي گرفته زير انواع در شناسي بافت در پايه هاي برش: 

طولي هاي برش (longitudinal or sagittal section) بلند محور امتداد در برش آن در که 
 گيرد مي انجام ساختار

عرضي هاي برش (cross or transverse section) کوتاه محور امتداد در برش آن در که 
 گيرد مي انجام ساختار

مورب برش (oblique section) بلند يا کوتاه محور به نسبت برش صفحه آن در که 
   گيرد مي قرار مايل ساختار

 

 



 از نواري و ميکروتوم دستگاه
 نمونه از سريالي هاي برش
 پارافين در موجود بافت

 هاي برش سازي شناور
 دستگاه از شده خارج

 گرم آب روي ميکروتوم

 برش گيري و انتقال برش ها روي لام  پوشش داده شده

 روي از ها برش انتقال
 پوشش لام به آب سطح
  عمل اين به که شده داده

MOUNTING گويند 



 (STAINING)رنگ آميزي 

آميزي رنگ بايد شدن مشاهده قابل براي بنابراين هستند، شفاف يا رنگ بي ها سلول بيشتر 
 :هستند دسته دو بر آميزي رنگ هاي تکنيک .شوند

شوند مي آميزي رنگ روش يک به ها سلول انواع حالت، اين در :اختصاصي غير آميزي رنگ 
رنگ بافت يا سلول در خاصي هاي مولکول يا شيميايي هاي گروه حالت، اين در :اختصاصي آميزي رنگ 

 شوند مي آميزي

رنگ به را سلول اجزاء  برخي که گيرد مي انجام هايي رنگ وسيله به معمولًا آميزي رنگ 
 کند مي رنگ تر تيره را سلول اجزاء بقيه که هايي رنگ با همراه  آورد، مي در تري روشن

بازي و اسيدي هاي رنگ: 
اجزاء ساير يا ها پروتئين .دهند مي نشان واکنش سلول کاتيونيک يا بازي اجزاء با اسيدي هاي رنگ 

 شوند مي متصل اسيدي هاي رنگ به بنابراين و هستند بازي سيتوپلاسم
اسيدي نوکلئيک اسيدهاي .دهند مي نشان واکنش سلول آنيونيک يا اسيدي  اجزاء با بازي هاي رنگ  

 .شوند مي متصل بازي هاي رنگ به بنابراين و هستند

 

 



 (H&E)ائوزين  -رنگ آميزي هماتوکسيلين

H&E رنگ دو از آن در که است متداول بسيار اختصاصي غير آميزي رنگ نوعي 
 شود مي استفاده ائوزين و هماتوکسيلين

(اسيدوفيل يا) بازي ساختارهاي رنگ اين .است منفي بار داراي و است اسيدي رنگ ائوزين 
 مي ناميده هم ائوزينوفيليک گاهي ساختارها اين .آورد مي در صورتي يا قرمز رنگ به را

 شوند

آميزي رنگ براي رنگ اين از .شود مي گرفته نظر در بازي رنگ يک عنوان به هماتوکسيلين  
 شود مي استفاده بنفش رنگ به (بازوفيل يا) اسيدي ساختارهاي

آميزي، رنگ روش اين در بنابراين DNA و هسته در  RNA و رنگ بنفش ها ريبوزوم در 
 شوند مي صورتي سيتوپلاسم اجزاء بقيه

 

 

 



 مراحل رنگ آميزي

شود خارج پارافين تا گيرد مي قرار گزيلل در لام روي شده سوار نمونه آميزي رنگ شروع از قبل 
مرتب کم به زياد غلظت از ترتيب به که هايي الکل از لام روي شده سوار نمونه گذراندن با سپس 

 شود مي آبدهي نمونه اند، شده
گيرد مي انجام نظر مد آميزي رنگ آن از پس 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
قرار گزيلل در هم باز پايان در و شود مي آبگيري ها نمونه از دوباره نيز آميزي رنگ خاتمه از پس 

 گيرند مي
 
 





 لامل گذاري

شود مي استفاده کانادابالزام يا انتلان چسب از نمونه سطح به لامل چسباندن براي 

است کافي مواد اين از يک هر از کوچک قطره يک از استفاده 

نشود وارد هوا حباب لامل زير نمود دقت بايد 

 

 


