
126 

промышленности, дешев, быстро высыхает, часто не требу-
ет использования покровных стекол, прозрачен. Рабочий 
(20–30%-й) раствор готовят так же, как и канадский баль-
зам. К недостаткам полистирола можно отнести его способ-
ность быстро высыхать и засасывать под покровные стекла 
пузырьки воздуха (этого не произойдет, если на покровное 
стекло до полного высыхания полистирола поставить не-
большой груз). Поскольку в практике патогистологических 
лабораторий часто не пользуются покровными стеклами, то 
этот недостаток полистирола становится его преимуще-
ством. Следует помнить и то, что при хранении препаратов 
в пленке полистирола появляются микротрещинки. Это 
затрудняет микроскопирование и, особенно, фотодокумен-
тирование. Для придания полистиролу большей эластично-
сти в рабочий раствор добавляют пластификатор (чаще 
дибутилфталат — 6 % рабочего раствора). 

При использовании для заключения препаратов сред, 
не смешивающихся с водой, после окрашивания необходимо 
тщательное обезвоживание в спиртах восходящей концен-
трации (70 %, 96 %, 100 %). 

Если для окрашивания использовался спиртовой рас-
твор красителя, то обезвоживание начинают со спирта 
одноименной концентрации, доводят до 100%-го спирта,  
а затем помещают в просветляющее вещество. Наиболее 
распространенными и неагрессивными по отношению к 
окраске просветляющими веществами являются ксилол, 
толуол, бензол, реже — эфирные и анилиновые масла. Вы-
бор реактива обусловлен возможностями лаборатории и 
требованиями конкретно выбранной методики окраски. 
Например, при окраске нейронов по Нисслю не следует 
пользоваться карбол-ксилолом, анилиновое масло в этом 
случае будет предпочтительным. Однако анилиновым мас-
лом нельзя пользоваться при окраске по Ван-Гизону, так как 
оно сильно извлекает пикриновую кислоту. При многих 
специальных методах окраски возможно последовательное 
использование нескольких просветляющих веществ. Снача-
ла — вещества, не требующие абсолютного спирта (эфирное 
масло, скипидар, карбол-ксилол), а затем — ксилол. Для 
контроля качества просветления лаборант обычно держит 
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под стеклом лист черной матовой бумаги. На черном фоне 
недостаточно просветленные участки выглядят беловаты-
ми, непрозрачными. Хорошо просветленные срезы заклю-
чают в светопреломляющие срезы и, если необходимо, 
покрывают покровными стеклами. 

Среды заключения, относящиеся к группе смешиваю-
щихся с водой, используют для изготовления ориентиро-
вочных непостоянных препаратов или при некоторых 
специальных методах исследования, таких, как окрашива-
ние амилоида или липидов. 

В эту группу входит глицерин, глицерин-желатин, 
жидкость Феррата, гумми-сироп по Апати, поливиниловый 
спирт. 

Для приготовления гумми-сиропа Апати, при постоян-
ном помешивании на водяной бане растворяют гуммиара-
бик : сахар-рафинад : дистиллированную воду в соотношении 
1:1:1. Для длительного хранения добавляют несколько кри-
сталликов тимола. 

Для приготовления жидкости Фарранта 10 г гуммиа-
рабика растворяют в 10 мл дистиллированной воды, добав-
ляют 10 мл глицерина, 0,03 г мышьяковистой кислоты и 
тимол. Большинство сред, относящихся к этой группе, ис-
пользуют в подогретом виде. Они являются одновременно 
и средами заключения, и просветляющими веществами, 
поэтому обезвоживание и просветление по схеме сред, не 
смешивающихся с водой, не требуется. После окрашивания 
препараты сразу заключают и накрывают покровным стек-
лом. Для избегания высыхания можно окантовывать по-
кровные стекла полосками парафина или целлоидина, но 
часто и без этой процедуры препараты сохраняются годами. 

Покровные стекла должны быть абсолютно чистыми, 
тонкими и ровными. Под покровными стеклами иногда 
появляются пузырьки воздуха. Если это все-таки произо-
шло, то на край покровного стекла со стороны пузырька 
нужно капнуть дополнительную каплю бальзама, слегка 
придавить покровное стекло, после этого бальзам затечет 
в свободное пространство. Стекла толще 0,17 мм не позво-
ляют микроскопировать с иммерсионным объективом. 
Моются покровные стекла, как и лабораторная посуда 
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(см. главу 1), обязательно протираются тряпкой, не оставля-
ющей волокон. Можно использовать обломки стекол, если 
они соответствуют площади накрываемого среза. Можно 
использовать покровные стекла повторно. Ненужный препа-
рат нагревают над пламенем спиртовки, после этого покров-
ное стекло легко сдвигается препаровальной иглой. 
Собранные стекла выдерживают в отходах растворителей, 
а затем отмывают обычным способом. Очень сложно снять 
покровные стекла, если средой заключения был полистирол. 

При изготовлении препаратов большой площади вме-
сто покровного стекла можно пользоваться отмытой рент-
геновской пленкой. Пленку выдерживают в горячем 
растворе стирального порошка или 20%-м растворе едкой 
щелочи, щеткой снимают фотоэмульсионный слой, тща-
тельно промывают в проточной воде и высушивают. При-
годна прозрачная пленка, не имеющая царапин. Можно 
вообще не пользоваться покровными стеклами и их замени-
телями, а покрывать срез тонким слоем жидкого полисти-
рола или поливинилового спирта.  

9.4. Наиболее часто встречающиеся  
общие методы окрашивания 

Окрашивание гематоксилин-эозином 
Самая распространенная в настоящее время окраска — 

гематоксилин-эозином, предполагает последовательное 
окрашивание ядерным (основным) красителем — ге-
матоксилином, и цитоплазматическим (кислым) — эозином. 
Гематоксилин окрашивает в сине-фиолетовые тона (базо-
фильно) оболочку ядер клеток, хроматин. Эозин окрашивает 
в розово-красно-оранжевые тона цитоплазму и некоторые 
неклеточные структуры (волокна). Окраску гематоксилин-
эозином очень широко используют и в практической пато-
морфологии, и в научных исследованиях. 

Гематоксилин представляет собой эфирную вытяжку 
из кампешевого дерева, произрастающего в Америке. Ге-
матоксилин имеет вид бесцветных или буроватых кристал-
лов, хорошо растворимых в спирте и плохо — в воде. 
Красящими свойствами обладает продукт окисления ге-
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матоксилина — гематеин. Способов окисления гематокси-
лина очень много. Стали классическими гематоксилины 
Эрлиха, Кораци, Майера, Маллори. Лаборант, как правило, 
выбирает способ приготовления гематоксилина, наиболее 
приемлемый для данной лаборатории, удобный для исполь-
зования, отвечающий задачам конкретного исследования.  
С эозином можно комбинировать любой окисленный квас-
цовый гематоксилин. 

Гематоксилин Эрлиха. Для приготовления гематокси-
лина Эрлиха 2 г кристаллического гематоксилина раство-
ряют в 100 мл 96%-го спирта, 3 г алюмокалиевых или 
алюмоаммонийных квасцов — в 100 мл дистиллированной 
воды. Оба раствора смешивают, добавляют 100 мл глицерина 
и 10 мл ледяной уксусной кислоты. Раствор выдерживают 
2 недели, периодически помешивая. О готовности красителя 
судят по появлению темно-вишневого окрашивания. 

Гематоксилин Ганзена. Гематоксилин Ганзена удобен 
быстротой приготовления. 1 г кристаллического гематокси-
лина растворяют в 10 мл абсолютного спирта. 20 г алюмока-
лиевых квасцов — в 100 мл дистиллированной воды. Оба 
раствора смешивают, добавляют 3 мл насыщенного раствора 
перманганата калия, нагревают, охлаждают, фильтруют. 
Раствор не требует созревания, сразу готов к применению. 

Водный гематоксилин Маллори. Смешивают 0,25 г 
кристаллического гематоксилина, 5 г алюмоаммонийных 
квасцов, 100 мл дистиллированной воды и выдерживают на 
свету при комнатной температуре 10 суток. Добавляют 
44 мг перманганата калия, 0,25 г тимола, 10–15 минут пе-
ремешивают на магнитной мешалке, фильтруют. 

Гематоксилин Гарриса. 1 г кристаллического гемато-
ксилина растворяют в 10 мл 96%-го спирта, 20 г алюмоаммо-
нийных квасцов — в 200 мл дистиллированной воды. 
Смешивают оба раствора, добавляют 12 мл глицерина и 0,5 г 
оксида ртути. Смесь нагревают до 100 °С, остужают, филь-
труют. Перед использованием подкисляют ледяной уксусной 
кислотой из расчета 2 мл кислоты на 100 мл красителя. 

Гематоксилин Кораци. Кроме быстроты приготовле-
ния гематоксилин Кораци отличается и быстротой окраски. 
Для получения удовлетворительных результатов достаточно 
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1–2-минутного окрашивания. Для приготовления ге-
матоксилина Кораци на мешалке при слабом прогреве сме-
шивают до полного растворения 0,1 г кристаллического 
гематоксилина, 5 г алюмокалиевых квасцов, 3–4 кристалла 
йодата калия в 100 мл дистиллированной воды. Затем до-
бавляют 25 мл глицерина и фильтруют. 

Железные гематоксилины Вейгерта, Гейденгана, 
Брусси обычно не сочетают с эозином. Поэтому мы опишем 
их приготовление с другими ядерными красителями. 

Все гематоксилины хорошо хранятся, но при очень 
длительном хранении могут перезревать (окисляться 
слишком сильно), и в связи с этим быстро перекрашивать 
ядра. В этом случае рабочий раствор красителя можно раз-
бавлять дистиллированной водой или 2%-м раствором 
квасцов. Можно дифференцировать препараты в подкис-
ленном спирте с последующим восстановлением щелочным 
раствором, но лучше отдавать предпочтение прогрессивно-
му окрашиванию. Время окрашивания конкретным раство-
ром гематоксилина можно подобрать опытным путем с 
контролем под микроскопом. 

Эозин — это синтетический краситель, выпускается 
в нескольких модификациях. Одни лучше растворяются  
в воде, другие — в спирте. Как правило, используют  
1%-е водные или спиртовые растворы. Краситель хорошо 
хранится, но свежие рабочие растворы предпочтительны. 

Примерная схема окраски препаратов гематоксилин-
эозином: 

1. Парафиновые, целлоидиновые или замороженные 
срезы доводят до воды (см. подглаву «Подготовка срезов 
к окрашиванию»). 

2. Окраска гематоксилином в течение 1–15 минут 
(в зависимости от активности красителя). 

3. Промывка в воде — несколько минут. 
4. Дифференцировка в спирте, подкисленном соляной 

кислотой (1%-й раствор соляной кислоты в 70%-м спирте), 
несколько секунд с последующим восстановлением подще-
лоченной водой (около 1 минуты). Этап желателен, но не 
обязателен. 

5. Промывка в проточной воде — 10 минут (можно 
дольше). 
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6. Ополаскивание дистиллированной водой. 
7. Окраска 1%-м эозином — 1–2 минуты. 
8. Ополаскивание дистиллированной водой. 
9. Обезвоживание, просветление, заключение. 
Кроме окраски гематоксилин-эозином, общие методы 

включают простые методы окрашивания другими ядерными 
или цитоплазматическими красителями и их комбинации. 

Окрашивание ядерными красителями 
Кармин — краситель, получаемый из насекомого ка-

шенили, можно использовать и при простой окраске, и в 
комбинации — например, для подкрашивания ядер при 
выявлении эластического каркаса соединительной ткани. 

Самым простым способом приготовления красящего 
раствора кармина является кипячение 1%-го водного рас-
твора в течение 15 минут с последующим охлаждением, 
фильтрацией и добавлением 40%-го формалина из расчета 
10 мл на 100 мл красителя. Срезы доводятся до воды, окра-
шиваются от нескольких минут до 24 часов, промываются 
дистиллированной водой, дифференцируются в солянокис-
лом спирте, просветляются и заключаются как обычно. 

Лучшие результаты дает окрашивание квасцовым кар-
мином или литиевым кармином Орта. 

Квасцовый кармин готовят следующим образом. 
Нагревают при помешивании до полного растворения 5 г 
алюмокалиевых и 1 г алюмоаммонийных квасцов в 100 мл 
дистиллированной воды, добавляют 1 г кармина. При 
небольшой интенсивности нагрева, предохраняя от избы-
точного выпаривания, раствор кипятят 20–30 минут, затем 
охлаждают и фильтруют. Для лучшей сохранности в рас-
твор добавляют 1–2 мл 40%-го формалина. 

Для окраски срезы доводят до воды, окрашивают от 
нескольких минут до 24 часов (квасцовый кармин практи-
чески не перекрашивает срезы), промывают в нескольких 
порциях воды, просветляют и заключают как обычно. 

Литиевый кармин Орта готовят следующим образом: 
5–10 минут кипятят 2,5 г кармина, растворенного в 100 мл 
насыщенного при 20 °С водного раствора углекислого ли-
тия. Затем раствор охлаждают и фильтруют. Красят как 



132 

обычно (продолжительность окраски — 5–20 минут, в зави-
симости от активности красителя). Особенностью окраски 
литиевым кармином является то, что из красителя срезы 
сразу переносят в солянокислый спирт, который одновре-
менно и фиксирует, и дифференцирует окраску. Если между 
красителем и спиртом использовать воду, то она извлечет 
не только излишки красителя, но и практически обесцветит 
срезы. После солянокислого спирта препараты просветляют 
и заключают по обычной схеме. Все модификации кармина 
окрашивают ядра клеток в красный цвет. 

Из ядерных красителей следует упомянуть и желез-
ный гематоксилин Гейденгайна. Хорошие результаты удает-
ся получить при простом окрашивании без использования 
подкраски цитоплазматическими красителями, особенно 
при изучении структур ядра на различных этапах деления 
клетки, а также для окраски поперечнополосатой мышеч-
ной ткани. При правильном окрашивании железным ге-
матоксилином Гейденгайна ядра клеток должны быть 
черными с рельефно-выраженными внутриядерными 
структурами, цитоплазма — серого цвета. 

Гематоксилин Гейденгайна (1 г кристаллического ге-
матоксилина, 10 мл 96%-го спирта, 90 мл дистиллирован-
ной воды) созревает на свету при доступе воздуха в течение 
4–5 недель. О готовности красителя можно судить по по-
темнению изначально светло-коричневого тона раствора, 
покраснение красителя говорит о его непригодности (пере-
зревание краски, использование грязных реактивов или 
посуды). После созревания раствор разбавляют дистилли-
рованной водой в 2 раза. 

Окрашивание железным гематоксилином ведут регрес-
сивным способом, то есть заведомо перекрашивают препара-
ты, а затем дифференцируют до нужной интенсивности 
окраски. Депарафинируют и доводят препараты до воды по 
обычной схеме, затем протравливают в 2,5%-м растворе 
свежих железоаммонийных квасцов в течение 3–12 часов. 
После тщательной промывки в нескольких порциях дистил-
лированной окрашивают гематоксилином (до 36 часов), 
прополаскивают дистиллированной водой, а затем под кон-
тролем микроскопа дифференцируют 0,5–2,5%-м раствором 
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железо-аммонийных квасцов. Для тщательного отмывания 
квасцов по окончании дифференцировки срезы можно 
держать в воде от 30 минут до 24 часов. Просветляют и 
заключают по обычной схеме. 

Быстро и менее трудоемко приводится окрашивание 
железным гематоксилином Брусси. При использовании 
этого красителя ядра и их структуры тоже окрашиваются 
в синевато-черный цвет. Для приготовления железного 
гематоксилина Брусси растворяют 1 г кристаллического 
гематоксилина в 100 мл воды при 40 °С. Железоаммоний-
ные квасцы (8 г) растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды тоже при температуре 40 °С. После смешивания рас-
творов гематоксилина и квасцов и фильтрации краситель 
готов. Окрашивают без особенностей в течение 1 минуты. 

Железный гематоксилин Вейгерта обычно используют 
в комбинации с цитоплазматическим красителем — пикро-
фуксином (окраска по Ван-Гизону). Этот способ окраски 
используют и как общий — для обзорного изучения препа-
ратов, и как специальный — для изучения соединительных 
и мышечных тканей (см. главу «Методы окрашивания со-
единительных и мышечных тканей»). 

Для залитых в желатин замороженных срезов в каче-
стве ядерного красителя часто используется галлоцианин. 
Галлоцианин можно применять и как специальный краси-
тель в нейроморфологии, так как кроме ядер он четко 
окрашивает тигроидное вещество нейронов. Для приготов-
ления красящего раствора кипятят при постоянном пере-
мешивании 0,1–0,2%-й раствор галюцианина в 5%-м растворе 
хромовых квасцов. После охлаждения раствор фильтруют. 
Краситель не требует созревания, хорошо окрашивает в 
течение месяца после приготовления. Продолжительность 
окраски до 48 часов. 

Может показаться необычным, но экономичным, не 
потерявшим актуальности метод окрашивания ядер клеток 
соком черники или аронии (черноплодной рябины). 

Для приготовления красящего раствора свежие вы-
мытые плоды размельчают (лучше миксером), заливают 
96%-м спиртом в соотношении 1:1. Настаивают 1 сутки, 
затем фильтруют или центрифугируют. Настой хорошо 



хранится в темном месте при комнатной температуре, по 
крайней мере, до нового урожая. Для приготовления рабо-
чего раствора заготовленный настой разводят равным коли-
чеством 2–2,5%-го раствора алюмокалиевых квасцов. Если 
добавить в него несколько кристаллов тимола, то красящие 
свойства такой краситель не потеряет в течение двух меся-
цев. Пользуются настоем ягод так же, как и гематоксилином. 
Ядра клеток окрашиваются в темно-фиолетовый цвет. 

Окрашивание  
цитоплазматическими красителями 

Окрашивание цитоплазмы клеток происходит при 
связывании оснований кислыми красителями. В группу 
кислых красителей, постоянно используемых в практике 
гистологической лаборатории, входят эозин, пикриновая 
кислота, оранжевый О, кислый фуксин, азокармин. Такие 
красители используют в виде водных или спиртовых рас-
творов. Окраска обычно непродолжительна и колеблется 
от 5 секунд до 3–5 минут, в зависимости от качества и ак-
тивности красителя. Излишки красителя удаляются промы-
ванием дистиллированной водой или при обезвоживании 
спиртами. 

Расширять спектр общих методов окраски в зависимо-
сти отдачи исследования, способов фиксации и заливки, 
возможностей лаборатории можно, комбинируя ядерные 
и цитоплазматические красители. 

Контрольные вопросы 
1. По какой причине окрашивают гистологические

препараты? 
2. Опишите последовательность действий при подго-

товке срезов для окрашивания. 
3. Что включают в себя среды, не смешивающиеся

с водой. 
4. Как происходит окрашивание цитоплазмы?
5. Что представляет из себя окрашивание регрессив-

ным способом? 



135 

Глава 10. 
ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ 

ОКРАШИВАНИЯ СОЕДИНИТЕЛЬНЫХ 
И МЫШЕЧНЫХ ТКАНЕЙ 

При описании специальных методов окраски мы рас-
смотрим только традиционные методы. В то же время следу-
ет учитывать возможность использования различных 
гистохимических, в том числе гистоферментативных, мето-
дов окрашивания, фазовоконтрастной, поляризационной 
микроскопии и других методов, о которых будет сказано 
в следующих главах. 

Окраска по Ван-Гизону 
Этот метод может рассматриваться и как специальный, 

и как общий, заменяющий окраску гематоксилин-эозином. 
В качестве ядерного красителя используют гематоксилин 
Вейгерта, цитоплазматического — пикрофуксин. 

Приготовление рабочих красящих растворов. 
Железный гематоксилин Вейгерта готовится перед ис-

пользованием путем смешивания в соотношении 1:1 рас-
творов, известных под названием Вейгерт I и Вейгерт II. 

Вейгерт I: 1%-й кристаллический гематоксилин 
в 96%-м спирте. 

Вейгерт II: 50%-й раствор гексагидрата перихлорида 
железа, 1 мл концентрированной соляной кислоты и 95 мл 
дистиллированной воды. 

Правильно приготовленный железный гематоксилин 
Вейгерта имеет темно-фиолетовый цвет, сохраняет его 
около 40 минут. Побурение или позеленение окраски свиде-
тельствует о непригодности красителя. 

Пикрофуксин. 10 мл насыщенного при комнатной тем-
пературе водного раствора пикриновой кислоты смешива-
ют с 1 мл 1%-го водного раствора кислого фуксина. 
Краситель имеет насыщенный гранатовый цвет, хорошо 
хранится несколько месяцев. При авторской (по Ван-Гизону) 
модификации окраски по Ван-Гизону смешивают 5 мл 1%-го 
раствора кислого фуксина с 95 мл насыщенного раствора 
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пикриновой кислоты. Добавление к этой смеси 0,25 МЛ 
соляной кислоты позволяет получать более контрастные 
препараты. 

Перекрасить препарат гематоксилином Вейгерта прак-
тически невозможно, так как последующая окраска пикро-
фуксином оказывает дифференцирующий эффект (за счет 
действия пикриновой кислоты). Однако окрашивание по Ван-
Гизону требует определенной квалификации. Неудачное 
окрашивание ядер (в бурый цвет) может быть обусловлено 
неудовлетворительным качеством гематоксилина. При 
окраске пикрофуксином время подбирают эмпирически, 
контролируя окрашивание, по крайней мере, первых препа-
ратов. Перекрашивание гематоксилином ликвидируют более 
продолжительным окрашиванием пикрофуксином. Однако 
пикриновая кислота, напротив, слишком сильно извлекается 
96%-м спиртом при обезвоживании, поэтому для этих целей 
используют слегка подкрашенный пикриновой кислотой 
96%-й спирт. Недостатком этого метода является нестой-
кость окраски. Через несколько месяцев фуксин выцветает, 
и препараты становятся однородно желтыми. Если по каким-
то причинам не удается использовать гематоксилин Вейгер-
та, то можно его заменить квасцовыми гематоксилинами 
Эрлиха, Караци, Делафильда (см. выше). 

Методика окраски: 
1. Срезы депарафинируют. доводят до воды. 
2. Окраска гематоксилином Вейгерта — 3–10 минут. 
3. 3-х кратное промывание водопроводной водой. 
4. Окраска пикрофуксином — 2–7 минут (под контро-

лем микроскопа!) 
5. Быстрая промывка в воде (сильно извлекается 

фуксин). 
6. Обезвоживание (извлекается пикриновая кислота). 
7. Просветление (любое просветляющее вещество, кро-

ме анилинового масла, извлекающего пикриновую кислоту). 
8. Заключение в светопреломляющие среды. 
Результат: ядра клеток — черно-коричневые или фи-

олетово-черные; коллагеновые волокна — красно-черные; 
мышечная ткань, цитоплазма других клеток, клетки крови, 
кератин — желтые. 
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Окрашивание пикро-пунцовым С 
В сравнении с методом Ван-Гизона окрашивание не-

капризное, стойкое в течение нескольких лет. 
Приготовление красителя. 
Смешать 10 мл 1%-го водного раствора пунцового С, 

86 мл насыщенного при комнатной температуре раствора 
пикриновой кислоты, 4 мл 1%-го раствора уксусной кислоты. 

Методика окраски: 
1. Депарафинирование и доведение среза до воды. 
2. Окраска любым железным гематоксилином (не 

надо опасаться перекрашивания, так как пикриновая кисло-
та обладает дифференцирующим свойством). 

3. Промывка в нескольких сменах водопроводной воды. 
4. Окраска пикро-пунцовым С — 3–5 минут (под кон-

тролем микроскопа). 
5. Дифференцировка солянокислым спиртом. 
6. Обезвоживание, просветление, заключение. 
Результат: ядра клеток и симпласта — черно-

коричневые, коллагеновые и ретикулярные волокна — 
красные; эластические волокна, мышечная ткань, эритро-
циты — желтые. 

Окрашивание пикро-индигокармином 
В отличие от метода Ван-Гизона, при этом методе окрас-

ки железный гематоксилин Вейгерта быть заменен кармином 
(см. выше). Вместо пикрофуксина используют 0,25%-й раствор 
индигокармина в насыщенном при комнатной температуре 
растворе пикриновой кислоты. Методика практически такая 
же, как и при использовании метода Ван-Гизона. 

Результат: ядра — черно-коричневые или красные,  
в зависимости от выбора ядерного красителя; коллагеновые 
волокна — синие или сине-зеленые; мышечная ткань — 
желтая. 

Окрашивание пикро-анилиновым синим  
(аллохромный способ Лилли) 

Приготовление красящих растворов. 
Железный гематоксилин любой модификации (см. вы-

ше). Пикро-анилиновый синий готовится растворением 0,1 г 
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анилинового или метиленового синего в 100 мл насыщенного 
при комнатной температуре раствора пикриновой кислоты. 

Методика окраски. Проводится, как и при окраске по 
методу Ван-Гизона, но пикрофуксин заменяется пикроани-
линовым синим, дифференцировка — 1%-м раствором ук-
сусной кислоты и 96%-м спиртом. 

Результат. 
Коллагеновые, ретикулярные волокна и базальные 

мембраны — синие. Если этот метод соединить с ШИК-
реакцией (см. главу 4), проводя ее после окрашивания ге-
матоксилином, то базальные мембраны окрашиваются в 
розово-фиолетовые тона, коллагеновые и ретикулярные 
волокна — в синие, мышечная ткань — в желто-зеленые. 

Более изящное окрашивание дают трехцветные мето-
ды окраски. Термин «трехцветные методы» означает спосо-
бы окраски, в которых используют два или более кислых 
красителя и фосфорно-вольфрамовую или фосфорно-
молибденовую кислоты. Кислоты могут входить в состав 
красящих растворов или применяться для предварительно-
го протравливания. Преимуществом этих методов является 
окрашивание отдельных тонких коллагеновых и ретику-
лярных волокон, базальных мембран, гиалина, фибриноида, 
слизи, фибрина, элементов нервной ткани. 

Наиболее часто встречающимся трехцветными мето-
дами являются окрашивание по Маллори и азаном по Гей-
денгайну. К недостаткам этих методов можно отнести 
трудоемкость, длительность выполнения многочисленных 
этапов методик окрашивания, затрату большого количества 
реактивов. Некоторых недостатков можно избежать, объ-
единяя окраску и протравливание (метод Касона). 

Для достижения наилучших результатов окрашивания 
предпочтительно пользоваться хромовосулемовыми фикса-
торами (жидкость Ценкера, ценкерформол); можно перед 
окрашиванием выдерживать срезы в насыщенном растворе 
сулемы или 3%-м растворе бихромата калия — 30 минут. 

Окрашивание по Маллори 
Этот метод можно комбинировать с докраской ядер 

клеток литиевым кармином. 
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Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Обрабатывают раствором Люголя или тиосульфата 

натрия (этот этап необязателен). 
3. Окрашивают 0,5%-м водным раствором кислого 

фуксина — 2–3 минуты. 
4. Ополаскивают водой (сильно смывает фуксин!) 
5. Протравливают 1%-м водным раствором фосфорно-

молибденовой или фосфорновольфрамовой кислоты 2–5 ми-
нут с последующим быстрым ополаскиванием водой (нельзя 
пользоваться металлическими инструментами). 

6. Окрашивают в смеси: 0,5 г анилинового синего,  
2 г оранжа G, 2 г щавелевой кислоты, 100 мл дистиллиро-
ванной воды. Красящую смесь можно предварительно про-
кипятить в течение 1–15 минут и охладить. 

7. Промывают в дистиллированной воде — до 2 минут. 
8. Дифференцируют 96%-м спиртом до исчезновения 

фонового окрашивания под контролем микроскопа — около 
3–5 минут. 

9. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат: коллагеновые волокна — темно-синие; 

ретикулярные волокна, гиалин, амилоид, слизь — голубые; 
ядра клеток, эластические волокна, глиальные клетки, 
фибриноид — красные; мышечная ткань, цитоплазма кле-
ток соединительной ткани, эритроциты — оранжевые; 
миелиновые волокна — желтые.  

Окраска азаном по Гейденгайну 
Является модификацией окраски по Маллори. Дает 

более дифференцированное окрашивание, требует хоро-
шего освобождения материала от остатков фиксатора, при 
его использовании предпочтительны тонкие парафиновые 
срезы. 

Приготовление красящих растворов. 
Азокармин готовится следующим образом: 0,1 г азокар-

мина G (при использовании азокармина В можно использовать 
0,5–1%-е растворы) растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды. Кратковременно кипятят. После охлаждения и филь-
трации соединяют с 1 мл ледяной уксусной кислоты. 
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Второй красящий раствор готовится растворением 
0,5 г анилинового синего и 2 г оранжа G в 100 мл дистилли-
рованной воды, затем к смеси добавляют 8 мл ледяной 
уксусной кислоты. После кипячения, охлаждения и филь-
трации раствор готов к окрашиванию. Перед использовани-
ем его можно разводить 2–3 раза дистиллированной водой.  

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Окрашивают азокармином при 56 °С в течение  

1–2 часов (режим окрашивания можно подбирать опытным 
путем, например, предварительно нагревать красящий  
раствор). 

3. Охлаждают в красящем растворе. 
4. Ополаскивают дистиллированной водой. 
5. Дифференцируют анилиновым спиртом (10%-е ани-

линовое масло в 96%-м спирте) 10–30 минут под контролем 
микроскопа. 

6. Промывают в уксуснокислом спирте (1%-я уксус-
ная кислота в 96%-м спирте) — 1 минута. 

7. Ополаскивают дистиллированной водой. 
8. Выдерживают в 5%-м растворе фосфорноволь-

фрамовой кислоты — 2–3 часа. 
9. Ополаскивают дистиллированной водой. Окраши-

вают в смеси анилинового синего с оранжем G — 3 часа. 
10. Ополаскивают дистиллированной водой. 
11. Дифференцируют 96%-м спиртом под контролем 

микроскопа (до четкого выявления синих коллагеновых 
волокон). 

12. Просветляют и заключают как обычно. 
Результат: ядра клеток — красные; ретикулярные  

и коллагеновые волокна — темно-синие; слизь — голубая; 
мышечная ткань — красно-оранжевая; эритроциты и фиб-
рин — красные.  

Упрощенная трехцветная окраска  
по Слинченко 

Приготовление красящих растворов. 
Раствор I: 0,2 г хромотропа 2В и 0,5 г йодноватой кис-

лоты растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 
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Раствор II: 0,2 г водного голубого и 0,1 г йодноватой 
кислоты растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 

Методика окраски: 
1. Срезы доводят до воды. 
2. Окрашивают в рабочем растворе I — 1 минуту. 
3. Ополаскивают дистиллированной водой. 
4. Выдерживают в 5%-м растворе фосфорновольфра-

мовой кислоты — 2–5 минут. 
5. Ополаскивают дистиллированной водой. 
6. Окрашивают в растворе II — 5–10 минут. 
7. Дифференцируют под контролем микроскопа  

96%-м спиртом. 
8. Просветляют, заключают. 
Результат: ядра клеток, мышечная ткань, фибрин — 

красные; гиалин — красно-голубой. 

Метод Массона 
Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Окрашивают железным гематоксилином Вейгерта 

(приготовление красящего раствора описано выше) —  
5–7 минут. 

3. Дифференцируют солянокислым спиртом — 15–
30 секунд. 

4. Промывают водопроводной водой — 10–20 минут. 
5. Окрашивают в красящем растворе, содержащем 

0,5 г кислого фуксина, 0,5 мл ледяной уксусной кислоты, 
100 мл дистиллированной воды — 2–5 минут. 

6. Ополаскивают дистиллированной водой. 
7. Протравливают (до обесцвечивания соединитель-

ной ткани при контроле микроскопа) 1%-м раствором фос-
форномолибденовой или фосфорновольфрамовой кислот — 
5–15 минут. 

8. Окрашивают анилиновым синим (2 г анилинового 
синего растворяют в 100 мл кипящей дистиллированной 
воды, добавляют 2,5 мл ледяной уксусной кислоты, охла-
ждают, фильтруют) — 1–2 минуты. 

9. Ополаскивают водопроводной водой. 
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10. Дифференцируют 1%-м раствором уксусной кис-
лоты под контролем микроскопа — 10–30 минут. 

11. Просветляют, заключают. 
Результат. 
Ядра клеток — черные; коллагеновые и ретикулярные 

волокна — темно-синие; мышечная ткань — красно-
оранжевая; эритроциты и фибрин — красные; слизь — 
голубая. 

Упрощенный быстрый метод Касона 
Приготовление красящего раствора. 
0,5 г фосфорномолибденовой кислоты, 1 г оранжа G, 

0,5 г анилинового синего, 1,5 г кислого фуксина последова-
тельно растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Окрашивают железным гематоксилином Вейгерта 

(см. выше) — 5 минут. 
3. Промывают проточной водой — 5–10 минут. 
4. Окрашивают рабочим раствором — 5 минут. 
5. Промывают проточной водой — 3–5 секунд. 
6. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Ядра — коричнево-черные; коллагеновые и ретику-

лярные волокна — синие; эластические — розово-желтые; 
цитоплазма, кератин, эритроциты — красно-оранжевые; 
фибрин — красный; слизь, амилоид, гиалин — синие. 

Окрашивание коллагеновых волокон  
фосфорновольфрамовым гематоксилином  

по Маллори 
Этот способ отличается тем, что срезы предваритель-

но протравливаются растворами гетерополикислот. Про-
трава — это химическое вещество, которое изменяет 
структуру субстрата, трудного для окраски, и формируют 
связь между ним и красителем при непрямом окрашивании. 

После этого протравливания коллагеновые волокна 
становятся восприимчивыми не только к кислотным, но и 
основным красителям. Приготовление красящего раствора: 



143 

в течение нескольких недель выдерживают в смеси 0,1 г 
гематоксилина и 2 г фосфорновольфрамовой кислоты и 
100 мл дистиллированной воды. 

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Если для фиксации использовались жидкости, не 

содержащие сулему, то срезы предварительно протравли-
вают ее насыщенным водным раствором при 56 °С в течение 
3 часов. 

3. Выдерживают в 0,5%-м спиртовом (96 %) растворе 
йода, затем в 0,5%-м растворе тиосульфата натрия — 
5 минут. 

4. Промывают водой. 
5. Выдерживают в 0,25%-м растворе перманганата 

калия — 5 минут. 
6. Промывают водой. 
7. Обесцвечивают в 5%-м растворе щавелевой кисло-

ты — 10–15 минут. 
8. Промывают водой. 
9. Окрашивают фосфорновольфрамовым гематокси-

лином — до 24 часов. 
10. Дифференцируют 96%-м спиртом, просветляют. 
11. Обезвоживают, заключают как обычно. 
Результат. 
Коллагеновые, ретикулярные, эластические волокна — 

коричнево-желтоватые; ядра клеток, фибрин, миофибрил-
лы — синие. 

Импрегнация волокнистых структур  
соединительной ткани серебром 

Группа методов импрегнации основана на способности 
различных по степени зрелости волокнистых структур со-
единительной ткани восстанавливать и осаждать серебро. 
Импрегнация серебром — сложный и достаточно капризный 
метод, требующий высокой квалификации лаборанта и со-
блюдения ряда условий. При проведении всех этапов нельзя 
пользоваться металлическими инструментами. Пригодны 
химически чистые стеклянные инструменты и посуда. Ис-
пользуемая вода должна быть свежей деионизированной 
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(дважды дистиллированной). Реактивы должны быть хими-
чески чистыми, свежими. Нитрат серебра — белый, без от-
тенков. Для импрегнации пригодны парафиновые или 
замороженные срезы из материала, фиксированного в 
нейтральном формалине. Можно пытаться импрегнировать 
материал, фиксированный спиртом, спирт-формалином, 
жидкостью Ценкера. Значительная продолжительность 
окраски требует тщательного приклеивания срезов (любыми 
способами, см. выше). Длительность окрашивания регулиру-
ется контролем под микроскопом. 

Импрегнация серебром по методу Фута 
Приготовление импрегнирующего раствора — 20 мл 

10%-го водного (только на свежей деионизированной воде) 
раствора нитрата серебра соединяют с 20 каплями 40%-го 
раствора гидроксида натрия. Медленно, при постоянном 
встряхивании, каплями добавляют 28%-й раствор аммиака 
до почти полного растворения коричневого осадка (не-
большое количество осадка должно оставаться, так как 
передозировка аммиака ослабит красящие свойства раство-
ра). Дистиллированной водой доводят объем до 80 мл, 
фильтруют. 

Методика импрегнации: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Помещают в 0,25%-й водный раствор перманганата 

калия на 5 минут. 
3. Ополаскивают водой. 
4. Выдерживают в 5%-м растворе щавелевой кислоты 

до почернения срезов — 15–30 минут. 
5. Промывают трижды дистиллированной водой — 

по 10 минут. 
6. Предимпрегнируют раствором нитрата серебра 

в темноте — 48 часов. 
7. Ополаскивают дистиллированной водой. 
8. Импрегнируют свежим раствором нитрата сереб-

ра до потемнения срезов — 15–30 минут. 
9. Ополаскивают дистиллированной водой, контро-

лируя чистоту срезов под микроскопом. 
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10. Восстанавливают серебро, помещая срезы в 5%-й 
нейтральный формалин (концентрацию формалина мож-
но значительно уменьшать, контролируя качество окраски). 

11. Промывают водопроводной водой. 
12. Тонируют срезы 0,5–1%-м раствором трихлорида 

золота — в течение 5–10 минут. 
13. Промывают водопроводной водой трижды — по 

5 минут. 
14. Помещают в 5%-й раствор тиосульфата натрия — 

5 минут.  
15. Промывают водопроводной водой, при желании 

докрашивают ядра квасцовым кармином, обезвоживают, 
просветляют, заключают срезы. 

Результат. 
Ретикулярные и незрелые коллагеновые волокна, ба-

зальные мембраны — черные; зрелые коллагеновые волок-
на — коричнево-красные; основной фон остальных тканевых 
структур — желтый. 

Окрашивание эластических волокон  
методом Унны — Тенцера 

Преимуществами этого метода является его простота, 
быстрота, экономичность, постоянство окраски при разно-
образии методов фиксации. К недостаткам можно отнести 
невысокую избирательность окрашивания, подкрашивание 
коллагеновых волокон. 

Приготовление рабочего раствора красителя. К 100 мл 
1%-й раствора орсеина в 96%-м спирте добавляют 1 мл 
концентрированной соляной кислоты. 

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до 96%-го спирта. 
2. Окрашивают орсеином при 37 °С — до 1 часа. 
3. Дифференцируют под контролем микроскопа 1%-м 

солянокислым спиртом 1–3 минуты. 
4. Промывают спиртом, обезвоживают, просветляют, 

заключают. 
Результат. 
Эластические волокна — красно-коричневые. Для об-

зорного анализа хорошо сочетать этот метод с подкраши-
ванием ядер любым ядерным красителем. 
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Для одновременного окрашивания различных элемен-
тов соединительной ткани можно пользоваться любыми 
комбинациями описанных выше методов. Так, например, 
окраску эластина альдегид-фуксином можно комбиниро-
вать с трехцветными методами Массона или Маллори. Ре-
зорцин-фуксин удачно сочетается с пикрофуксином. 
Окраску по Ван-Гизону комбинируют с окраской гематокси-
лином Верхгофа. Гематоксилин Верхгофа также хорошо 
дополняет окраску пикро-пунцовым С. Можно дополнять 
и методы импрегнации серебром, окрашивая вторым мето-
дом после окончания импрегнации. 

Следует упомянуть и группу методов изучения струк-
тур соединительной ткани, особенно полезных в тех гистоло-
гических случаях, когда предполагается выявление 
ревматических, воспалительных, опухолевых изменений 
волокнистых структур соединительной ткани. Методы осно-
ваны на ферментном переваривании волокнистых структур 
или полимеров основного вещества соединительной ткани 
коллагеназами, эластазами, диастазами с последующим 
окрашиванием соединительной ткани любыми описанными 
выше способами. При этом патологически измененные 
участки отличаются от здоровых ослаблением окраски. 

Многие способы окраски структур соединительной 
ткани применимы и для контрастного окрашивания мышеч-
ных тканей. Так, например, хорошие результаты дают все 
трехцветные методы: окраска по Ван-Гизону, фосфорно-
вольфрамовым гематоксилином по Маллори. Для специаль-
ного исследования мышечных тканей (особенно поперечно-
полосатых) лучше использовать фиксаторы, содержащие 
трихлоруксусную кислоту или ценкер-формол. Перед фикса-
цией желательно добиваться максимального расслабления 
тканей, только при соблюдении этого условия выявляется 
исчерченность скелетной и сердечной мышечных тканей. 

Окрашивание гладкой мышечной ткани  
по Нейберту 

Приготовление красящего раствора. 
80 мл 2,5%-го ализаринового синего в дистиллиро-

ванной воде смешивают с 20 мл 10%-го сульфата аммония 
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в дистиллированной воде, 15 минут перемешивают с ис-
пользованием мешалки, фильтруют. 

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Окрашивают — до 30 минут. 
3. Дифференцируют 5%-й фосфорновольфрамовой кис-

лотой под контролем микроскопа. 
4. Ополаскивают водой. 
5. Выдерживают в 5%-м растворе ацетата меди — до 

30 минут. 
6. Промывают, обезвоживают, просветляют, заклю-

чают. 
Результат: структуры гладкой мышечной ткани — 

синие. 

Окрашивание сократительного аппарата  
мышечных клеток леванолом 

Приготовление красящего раствора I: 
В течение 24 часов растворяют 6 г леванола в 90 мл 

метилового спирта. Перед использованием добавляют  
5 мл ледяной уксусной кислоты. 

Приготовление красящего раствора II: 
0,1 г ядерного красного растворяют в 100 мл 5%-го 

раствора сульфата аммония, фильтруют. 
Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
2. Окрашивают раствором 1–10 минут. 
3. Промывают дистиллированной водой — 3-кратно. 
4. Выдерживают в 5%-м растворе таниновой кисло-

ты — 10 минут. 
5. Промывают дистиллированной водой — 3-кратно. 
6. Выдерживают в 1%-м растворе фосфорномолиб-

деновой кислоты — 10 минут. 
7. Промывают дистиллированной водой — 3-кратно. 
8. Окрашивают раствором II — 5 минут. 
9. Промывают раствором метилового спирта с ледя-

ной кислотой в соотношении 9:1 — 2-кратно. 
10. Обезвоживают метанолом. 
11. Просветляют, заключают.  



Результат: сократительный аппарат, фибрин, эла-
стин — синие; ядра — красные. 

Быстрый способ полихромной окраски 
по Н. А. Акимченко 

Приготовление красящего раствора. 
Приготовить раствор, содержащий оранж G — 1 г, 

светлый зеленый — 0,6 г, фосфорно-молибденовую кисло-
ту — 0,5 г, ледяную уксусную кислоту — 1 мл и 100 мл ди-
стиллированной воды. После полного растворения 
компонентов раствор фильтруется. 

Методика окраски: 
1. Срезы органов, фиксированные в 10%-м нейтраль-

ном формалине, жидкостях Карнуа или Лили и залитые в 
парафин, доводят до воды. 

2. Срезы окрашивают гематоксилином Карацци в те-
чение 5–10 минут. 

3. Промывают в проточной воде до посинения срезов.
4. Окрашивают в приготовленной красящей смеси

2–3 секунды. 
5. Споласкивают срезы в воде, подкисленной уксус-

ной кислотой. 
6. Обезвоживают, просветляют, заключают срезы.
Результат. 
Ядра клеток окрашиваются в голубой цвет, цитоплаз-

ма — в зеленоватый, соединительная ткань — в зеленый 
цвет, мышечная ткань и эритроциты — желто-оранжевые. 

Контрольные вопросы 
1. Какой цвет имеет правильно приготовленный ге-

матоксилин Вейгерта? 
2. Можно ли перекрасить препарат гематоксилином

Вейгерта? 
3. Опишите результат окрашивания тканей пикро-

пунцовым С. 
4. С каким красителем комбинируется окрашивание

по Маллори? 
5. Какой результат дает окраска азаном по Гейденгай-

ну по сравнению с окраской по Маллори? 
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Глава 11. 
ОБРАБОТКА И ОКРАШИВАНИЕ 

КОСТНОЙ ТКАНИ 

Особенности обработки костной ткани диктуются ее 
высокой плотностью (твердостью). Для забора костной тка-
ни используются пилы. Препараты лучшего качества полу-
чаются, если пользоваться ручными пилами. Электрические 
инструменты используются ограниченно — при большом 
потоке в практике патологоанатомических отделений. Они 
значительно повышают температуру в зоне распила, что 
приводит к формированию посмертных изменений. Большая 
скорость вращения пилы часто не позволяет точно выпилить 
необходимый фрагмент. Летящие с большой скоростью 
мелкие опилки забивают полости губчатой кости. 

При работе с пилой необходимо избегать соприкосно-
вения с деревянной поверхностью, так как в распил во вре-
мя работы могут попасть мельчайшие опилки дерева. 

Опухолевидные образования костной ткани, обычно 
представляющие чередование твердых и мягких участков, 
можно забирать без значительных повреждений, если пред-
варительно заморозить кость, то есть уплотнить ее мягкие 
участки. 

Фиксация костного материала преследует те же зада-
чи, которые были изложены при описании общих правил 
фиксации. Предпочтительно использование формалина, 
который препятствует набуханию коллагена, образующего 
органическую матрицу кости. Кроме того, формалин, пик-
риновая и трихлоруксусная кислоты, помимо фиксирующих, 
обладают и декальцинирующими свойствами. Для фикса-
ции костной ткани можно использовать этиловый спирт, 
жидкость Карнуа, смеси Суза, Супер-формейс, Саномия. 
Однако хранить материал продолжительно можно лишь 
в формалине и жидкости Буэна. 

Для придания кости мягкости и получения возможно-
сти изготовления гистологических срезов материал необхо-
димо декальцинировать, то есть растворить и извлечь в 
раствор минеральные вещества. 
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Основные правила, которых необходимо придержи-
ваться при декальцинации, состоят в следующем: 

1. Продолжительность декальцинации определяется 
не справочной литературой, а эмпирически. 

2. Продолжительность кислотной декальцинации по 
возможности должна сокращаться, так как это влияет на 
способность ткани в дальнейшем воспринимать красители. 
Сократить продолжительность декальцинации можно 
уменьшением объема исследуемых кусочков, повышением 
температуры декальцинирующей жидкости до 37 °С, переме-
шиванием раствора декальцинирующей жидкости (1–2 раза 
в день), удалением из раствора свободного кальция ионооб-
менными смолами, использованием электролиза или ультра-
звукового воздействия и другими способами. 

3. Объем жидкости должен превосходить суммарный 
объем всех декальцинируемых кусочков в 40–50 раз. 

4. Декальцинирующую жидкость необходимо менять 
1 раз в 1–2 суток. 

5. Материал, содержащий много жира (желтый или 
красный костный мозг), необходимо предварительно обез-
жиривать. 

Мелкие образцы или кусочки, имеющие нежно-
ячеистую структуру, можно предварительно залить в цел-
лоидин, это позволит сохранить гистоархитектонику ма-
териала. 

Различают кислотную и некислотную декальцинацию. 
Для кислотной декальцинации используют чаще азотную, 
трихлоруксусную, пикриновую, сернистую кислоты. Про-
должительность процедуры — от нескольких часов до не-
скольких суток. Об окончании декальцинации может 
свидетельствовать прекращение образования и выделения 
пузырьков углекислого газа. Для улетучивания углекислого 
газа емкость, в которой декальцинируются образцы, реко-
мендуется держать постоянно приоткрытой. 

Несмотря на простоту и экономичность кислотной де-
кальцинации, она имеет ряд недостатков. Кислая среда 
неблагоприятно воздействует на клеточные структуры, 
вызывая в них нехарактерные для прижизненного состоя-
ния изменения. Инактивируются многие ферменты, нару-
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шается антигенная структура, что делает практически 
невозможными гистохимические и иммунохимические 
исследования. Если задачи исследования предполагают 
использование таких методик, то предпочтительна бескис-
лотная декальцинация солями этилендиаминтетрауксусной 
кислоты (ЭДТА). ЭТДА и ее натриевые соли (версен, сек-
весперен, трилон Б, комплексен III) образуют при взаимо-
действии с солями кальция легкорастворимые соединения. 
При этом не образуется углекислота, повреждающая ткане-
вые структуры, не теряется способность тканей восприни-
мать красители. 

Поскольку продолжительность декальцинации не 
определяется жесткими методическими рекомендациями, 
необходимо постоянно тестировать образцы на полноту 
извлечения соединений кальция. Ориентировочную оценку 
проводят сгибанием, сжиманием образцов, пробными 
надрезами или прокалываниями. Более точными являются 
химические тесты.  

Кальций-оксалатный способ определения  
степени завершенности декальцинации 

1. Отмеряют 3 мл последней порции декальцинирую-
щей жидкости. 

2. Каплями добавляют концентрированный аммоний 
до сих пор, пока раствор не станет нейтральным. 

3. Добавляют 5 мл насыщенного раствора оксалата 
аммония, тщательно перемешивают и оставляют на 30 ми-
нут. Появление в жидкости преципитата свидетельствует 
о большой концентрации в растворе солей кальция и, следо-
вательно, незавершенности декальцинации. Декальцинацию 
завершают, если по истечении 30 минут после добавления 
оксалата аммония раствор остается прозрачным. 

После декальцинации исследуемые кусочки оконча-
тельно моделируют, промывают в воде или щелочных рас-
творах, дегидратируют, при необходимости заливают в 
парафин, целлоидин, целлоидин-парафин или готовят замо-
роженные срезы. 

Для окрашивания срезов декальцинированной кост-
ной ткани применяют методы, использующиеся для окраски 
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мягких органов и тканей. Специфичным для костной ткани 
можно считать метод окрашивания тионином и пикриновой 
кислотой. 

Окрашивание структур костной ткани  
тионином и пикриновой кислотой 

Красящие растворы: 
1. Основной раствор — 25%-й водный раствор тионина. 

Рабочий раствор — разведенный пополам дистиллирован-
ной водой основной раствор, в который перед использовани-
ем добавляют раствор аммиака. 

2. Насыщенный водный раствор пикриновой кислоты. 
Методика окраски: 
1. Приготовленные после декальцинации срезы про-

мывают дистиллированной водой — 1 минуту. 
2. Окрашивают тионином — 5 минут и более. 
3. Промывают дистиллированной водой. 
4. Выдерживают в насыщенном растворе пикрино-

вой кислоты — 1 минуту. 
5. Дифференцируют 70%-м этиловым спиртом. 
6. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат.  
Костные клетки — красные; костный матрикс —  

коричнево-желтый; лакунарно-канальцевая сеть — корич-
нево-черная. 

Широкое распространение заболеваний, сопровож-
дающихся метаболическими изменениями твердых тка-
ней, требует исследования и недекальцинированного 
материала. Только исследование недеминерализованных 
костных образований может выявить очаги остеоидной 
(неминерализованной) ткани, различить остеопороз и 
остеомаляцию.  

Фиксирующие жидкости для исследования недекаль-
цинированной кости не должны содержать кислот. В каче-
стве заливочной среды используют целлоидин-парафин или 
синтетические пластические материалы (чаще метилметак-
рилаты), плотность которых соизмерима с плотностью 
костной ткани. 



Методика заливки недекальцинированной кости 
в метилметакрилат по Джауси 

1. Кусочки кости фиксируют и дегидратируют в 70%-м
этиловом спирте — 24 часа, затем в 100%-м этиловом спир-
те — 12 часов. 

2. Для обезжиривания кусочки выдерживают в смеси
эфир : ацетон (1:1) — 24 часа. 

3. Двукратно выдерживают в 100%-м спирте — по
6 часов. 

4. Пропитывают неполимеризованным метилметак-
рилатом с добавлением катализатора — 24 часа. Для приго-
товления заливочной среды мономер метилметакрилата 
предварительно промывают 5%-м раствором гидроксида 
натрия для удаления ингибитора полимеризации — гидро-
хинона. Затем, из расчета 1 г на 200 мл мономера, добавля-
ют катализатор — безводную перекись бензола. 

5. Помещают кусочки в ванночки, заливают свежей
порцией полуполимеризованного метилметакрилата, вы-
держивают при температуре 35 °С около 2 суток. 

6. Из полимеризованных образцов можно готовить
распилы или с помощью специального микротома для 
резки кости изготавливать срезы. Полученные срезы ис-
следуют после окрашивания или готовят из них гисторент-
генограммы.  

Контрольные вопросы 
1. В чем заключается особенность обработки для

окрашивания костной ткани? 
2. Как проводится декальцинация костной ткани?
3. Какой метод окрашивания считается специфичным

для костной ткани? 
4. Опишите цвета структур костной ткани после окра-

шивания тионином и пикриновой кислотой. 
5. Какие материалы используются в качестве заливоч-

ной среды для костной ткани? 
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Глава 12. 
ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ 

СТРУКТУР НЕРВНОЙ ТКАНИ 

На протяжении многих лет для выявления нервных 
клеток используют оригинальный и модифицированные 
методы Ниссля. Эти методы основаны на перекрашивании 
срезов одним из основных анилиновых красителей с после-
дующей дифференцировкой спиртом. Тела нервных и гли-
альных клеток имеют более высокое сродство к красителям 
по сравнению с их отростками. Дифференцировку продол-
жают под контролем микроскопа до полного исчезновения 
окраски волокон. Структуры ядер, а также рибонуклеопро-
теиды, связанные с мембранными органеллами цитоплаз-
мы (гранулярная эндоплазматическая сеть), при этом 
остаются контрастно окрашенными. 

Метод Ниссля 
Одним из основных требований оригинального ме-

тода Ниссля является быстрая, исключающая контакт с 
водой, фиксация 96%-м спиртом в течение 4–5 дней. 

Специфична так же и методика получения срезов. Сна-
чала выравнивают поверхность кусочка, противоположную 
плоскости нарезки. На деревянный брусок наносят густой 
гуммиарабик, в него осторожно вдавливают подготовлен-
ный кусочек. Полученный блок на несколько минут пере-
носят в 96%-й спирт, до уплотнения и побеления 
гуммиарабика. После этого можно начинать приготовление 
срезов, толщиной 10–15 мкм. Срезы собирают и расправля-
ют в 96%-м спирте и по возможности быстро приступают 
к окрашиванию. Неиспользованные блоки можно длительно 
сохранять в спирте. В оригинальной прописи срезы окраши-
вают на часовом стекле при осторожном подогревании до 
появления паров. Красящий рабочий раствор представляет 
собой смесь 0,38 г метилового синего В, 0,18 г венецианского 
мыла и 100 мл дистиллированной воды. Для дифференци-
ровки срезы переносят в смесь анилинового масла и 96%-го 
спирта в соотношении 1:9. По окончании дифференцировки 
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срезы монтируют на стекла и заключают в канифоль-
ксилол, накрывая подогретым покровным стеклом. 

Несмотря на высокую специфичность окраски реак-
тивных изменений структур нервных клеток при такой 
прописи метода, он используется в настоящее время в 
упрощенных вариантах. Пренебрежение требованиями к 
спиртовой фиксации, тщательному обезвоживанию, залив-
ки в гуммиарабик или, в крайнем случае, в целлоидин при-
водит к появлению фонового зеленоватого окрашивания, 
нестойкости окраски (срезы обесцвечиваются в течение  
1–1,5 лет). Вместе с тем оригинальная пропись очень трудо-
емка, не допускает вариантов в использовании красителей, 
а при постановке диагноза в условиях практической гисто-
логической лаборатории важна простота метода, его эконо-
мичность; в то же время стойкость окраски (до нескольких 
лет) не требуется. 

Упрощенный метод Ниссля (по Снесареву) 
В качестве красящего раствора используется раствор 

тионина. 
Приготовление красящего раствора: 
0,2 г тионина растирают в ступке, постепенно добав-

ляя дистиллированную воду (100 мл). Доводят до кипения, 
тщательно перемешивают (лучше на магнитной мешалке), 
фильтруют через мелкопористый фильтр. 

Методика окраски: 
1. Собранные в 96%-м спирте целлоидиновые срезы 

толщиной 8–10 мкм прогревают до появления пузырьков 
и охлаждают. 

2. Также прогревают и охлаждают срезы в красящем 
растворе. 

3. Промывают дистиллированной водой — 2-кратно. 
4. Проводят через 96%-й спирт (под контролем микро-

скопа до исчезновения фонового окрашивания) — 2-кратно. 
Если фоновое окрашивание не исчезает или дифференци-
ровка ослабляет окраску нейронов, то в спирт можно доба-
вить 1 каплю эвкалиптового масла. Фоновое окрашивание 
можно ослабить, выдерживая уже изготовленные препара-
ты на свету. 

5. Просветляют, заключают срезы. 
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Результат. 
Ядра, ядерные структуры нейронов и глиальных кле-

ток, тигроид (вещество Ниссля), клеточные элементы сосу-
дов и мягкой мозговой оболочки, клетки инфильтратов, 
липофусцин — сине-фиолетовые.  

Упрощенный метод Ниссля (по Д. С. Саркисову) 
Предлагается использовать материал, фиксированный 

в спирте и залитый в целлоидин. В своей практике мы полу-
чали прекрасную окраску по Нисслю и при формалиновой 
фиксации, и при заливке в парафин или синтетические смолы. 

Методика окраски: 
1. Парафиновые срезы доводят до воды, целлоидино-

вые собирают в 70%-м спирте. 
2. Помешают срезы в 0,1%-й раствор толлуидинового 

синего или тионина, нагревают до появления паров. Можно 
окрашивать и без нагревания, но это увеличит продолжи-
тельность окраски. 

3. Ополаскивают водой. 
4. Ополаскивают 70%-м спиртом. 
5. Дифференцируют под контролем микроскопа  

96%-м спиртом. 
6. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Структуры ядра, ядрышки, тигроидное вещество (ве-

щество Ниссля), глиальные клетки — сине-фиолетовые. 
Отростки нейронов не окрашены. 

Широко распространенными методами исследования 
структур нервной ткани являются методы импрегнации и, 
в особенности, серебром по Гольджи. Кроме оригинального 
метода, используют многочисленные ускоренные модифика-
ции, подробно описываемые в специальных пособиях. В насто-
ящем руководстве мы ограничимся описанием одного метода. 

Ускоренный метод Гольджи 
Как и все остальные варианты метода Гольджи, уско-

ренный способ основан на осаждении в ткани солей серебра. 
Следует учитывать, что импрегнация выявляет только 
около 5 % клеток. Это, с одной стороны, можно расценивать 
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как достоинство метода. Если бы окрашивались все клетки, 
срезы были бы однородно черными. С другой стороны, 
поскольку до сих пор не ясны механизмы селективности 
окраски, спорным остается вопрос представительности 
выявляемой популяции клеток. 

Методика окраски: 
1. Кусочки свежезабранной ткани размером около 

3×10×10 мм выдерживают в смеси 2,5%-го бихромата калия 
и 4%-го тетраоксида осмия в соотношении 4:1 — 2–7 суток 
(сроки подбирают опытным путем) при комнатной темпе-
ратуре в темной склянке. Желательно в склянку положить 
немного стеклянной ваты, чтобы жидкость омывала кусоч-
ки со всех сторон. Объем жидкости в расчете на кусочек 
должен быть не менее 10–15 мл. 

2. Кусочки извлекают из склянки, обсушивают филь-
трованной бумагой, кратковременно выдерживают в не-
скольких порциях 0,75%-го раствора нитрата серебра (до 
прекращения образования осадка), затем оставляют в этом 
же растворе в темной склянке при комнатной температу-
ре — на 1–6 суток. 

3. Промывают в нескольких сменах 40%-го спирта — 
1–2 часа. 

4. Уплотняют в 80%-м и 96%-м спиртах. 
5. Кусочки прикрепляют гуммиарабиком к блокам, 

готовят толстые (20–150 мкм) срезы при постоянном сма-
чивании срезов и блока спиртом. Можно предварительно 
залить кусочки в целлоидин и только потом готовить срезы. 

6. Срезы отмывают от избытка серебра 80%-м спир-
том, затем обезвоживают, просветляют, переносят на по-
кровное стекло и заливают густым бальзамом. Нежелательно 
заключать импрегнированные серебром срезы между двумя 
стеклами — так они быстро выцветают. 

Результат: нервные и глиальные клетки с отростка-
ми — черные. 

Окрашивание миелиновых нервных волокон  
по Шпильмейеру 

Приготовление рабочего раствора. 
Гематоксилин Бемера. Раствор I: 1 г гематоксилина рас-

творяют в 10 мл 100%-го спирта. Раствор II: 8 г алюмокалиевых 
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квасцов нагревают в 200 мл дистиллированной воды. Рас-
творы I и II смешивают через 1 сутки и оставляют созревать 
на неделю. Затем фильтруют и добавляют несколько кри-
сталликов тимола. Перед использованием разбавляют ди-
стиллированной водой в соотношении 3:17. 

Раствор железоаммонийных квасцов — 2,5%-й на ди-
стиллированной воде. 

Методика окраски: 
1. Фиксированный в формалине материал режут на 

замораживающем микротоме. 
2. Срезы промывают дистиллированной водой —  

3-кратно. 
3. Монтируют срезы на предметных стеклах. 
4. Выдерживают в растворе квасцов в темном ме-

сте — 2 суток. 
5. Промывают дистиллированной водой. 
6. Обезжиривают 96%-м спиртом (от правильности 

выполнения этого этапа зависит равномерность окраски, 
так как необезжиренные участки не воспринимают краси-
тель, создавая эффект пятнистой окраски) — 15–30 минут. 

7. Окрашивают разбавленным гематоксилином Бе-
мера на свету — 1 сутки. 

8. Промывают в 3-х сменах дистиллированной воды. 
9. Дифференцируют в растворе железоаммонийных 

квасцов под контролем микроскопа (разные виды волокон 
требуют различной длительности дифференцировки). 

10. Промывают дистиллированной водой. 
11. Выдерживают в проточной воде — 30 минут. 
12. Подсушивают на воздухе, просветляют ксилолом, 

заключают. 
Результат.  
Миелиновые волокна и ядра олигодендроцитов — се-

ровато-синие. 

Окрашивание по Снесареву 
Методика позволяет выявить астроциты белого веще-

ства центральной нервной системы, глиальные волокна, а в 
нейронах — центральную тинкториальную ацидофилию.  
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Методика окраски: 
1. Срезы толщиной 8–10 мкм готовят на заморажива-

ющем микротоме из материала, фиксированного 10%-м фор-
малином. 

2. Промывают дистиллированной водой — 2-кратно. 
3. Окрашивают 1%-м водным раствором эритрози-

на — 20–30 секунд. 
4. Отмывают в нескольких порциях дистиллирован-

ной воды до прекращения подкрашивания жидкости. 
5. Выдерживают в 0,5%-м растворе фосфорномолиб-

деновой кислоты (если раствор имеет осадок, его необходи-
мо предварительно растворить инкубацией в течение  
2–3 часов при 37–40 °С) — 30–40 секунд. 

6. Промывают дистиллированной водой. 
7. Монтируют срезы на стекла, промокают фильтро-

ванной бумагой, смоченной раствором, содержащим 1 часть 
метилового спирта и 2 части хлороформа. 

8. Инкубируют в растворе Май — Грюнвальда — 3–5 се-
кунд. 

9. Промывают водопроводной водой, обезвоживают, 
просветляют, заключают. 

Результат. 
Ядро, цитоплазма, отростки астроцитов — голубовато-

синие; ядро олигодендроцитов — светло-синие или ме-
тахроматичные (с розовым оттенком); ядро и прилежащие 
к нему часть цитоплазмы, эритроциты — розовые. 

Комбинированный ускоренный метод  
окрашивания тел нейронов и миелиновых волокон  

по Викторову 
Приготовление рабочих растворов. 
Раствор люксолевого синего прочного готовят смеши-

ванием 1 г люксолевого синего прочного, 5 мл ледяной 
уксусной кислоты и 95 мл 96%-го спирта. В качестве рабо-
чего используют исходный раствор, разбавленный в 100 раз. 

Для подкрашивания по Нисслю готовят раствор, со-
держащий 300–500 мг крезилового фиолетового прочного, 
130 мг ацетата натрия, 1,2 мл ледяной уксусной кислоты 
и 100 мл дистиллированной воды. 
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Методика окраски: 
1. Парафиновые срезы доводят до 96%-го спирта. 
2. Окрашивают при температуре 56–60 °С раствором 

люксолевого синего — 1–2 часа.  
3. Промывают 96%-м, 70%-м спиртом, затем дистил-

лированной водой. 
4. Дифференцируют в 0,1%-м растворе тетрабората 

натрия под контролем микроскопа. 
5. Споласкивают 5%-м раствором уксусной кислоты. 
6. Окрашивают крезиловым фиолетовым — 2–5 минут. 
7. Промывают дистиллированной водой. 
8. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Тигроидное вещество, ядра нервных и глиальных кле-

ток, соединительнотканных клеток — фиолетовые; миели-
новые волокна — ярко-синие. 

Исследование периферических нервов  
методом изоляции 

Для исследования структур периферических нервов в 
операционном, биопсийном или экспериментальном мате-
риале забирают небольшой фрагмент (например, отрезок 
седалищного нерва). Не оказывая на него значительного 
механического воздействия, переносят на сухое предметное 
стекло. Растягивают кусочек двумя препаровальными игла-
ми до образования тонкой пленки. Для этого одной иглой 
фиксируют конец кусочка, другой иглой проводят вдоль 
нерва, разрывая структуры эпи- и периневрия. Препарат 
заключают в 0,5%-ю осмиевую кислоту и накрывают пред-
метным стеклом. При такой обработке препарат сохраняется 
непродолжительное время. При необходимости длительно 
сохранять препарат, осмиевую кислоту отмывают, а препа-
рат, промытый дистиллированной водой, заключают в гли-
церин-желатин. 

Для выявления концевых разветвлений перифериче-
ских нервов можно взять небольшой кусочек короткой 
мышцы, расщепить ее на предметном стекле препароваль-
ными иглами, капнуть 1–2 капли 1%-й уксусной кислоты и 
накрыть покровным стеклом. Через несколько часов нерв-
ные волокна выявляются на фоне мышечных структур. 



Для изоляции осевых цилиндров миелиновых нерв-
ных волокон образцы помещают в 0,1%-й раствор хромовой 
кислоты или 0,2%-й раствор бихромата калия на 5–8 дней. 
По истечении этого срока, при расщеплении удается уда-
лить затвердевшую миелиновую оболочку и при докраске 
сафранином исследовать осевые цилиндры. 

Контрольные вопросы 
1. Какие методы окрашивания используются для вы-

явления нервных клеток? 
2. Какой красящий раствор используется при окраши-

вании по упрощенному методу Ниссля (по Снесареву)? 
3. Что лежит в основе окрашивания нервной ткани ме-

тодом Гольджи? 
4. Какой цвет приобретают нервные и гиальные клет-

ки при импрегнации серебром? 
5. С помощью какого метода окрашивания выявляются

астроциты белого вещества центральной нервной системы? 
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Глава 13. 
ОКРАСКА ОРГАНОВ 

КРОВЕТВОРЕНИЯ И МАЗКОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

Окраска по Романовскому — Гимзе 
Этот метод на протяжении многих лет остается основ-

ным гистологическим способом окраски. Им можно окраши-
вать участки органов и мазки (в том числе крови). 

Приготовление красящего раствора. 
Красящий раствор готовят только перед использова-

нием. Образование осадка при приготовлении раствора или 
при окрашивании делает краситель непригодным для ис-
пользования. Готовят краситель на свежеприготовленной 
дистиллированной или ионизированной воде (рН 7,0) из 
расчета 1–3 капли продажной формы красителя Романов-
ского — Гимза (раствор азура II и эозина в метиловом спир-
те с глицерином) на 1 мл воды. 

Методика окраски срезов: 
1. Парафиновые, целлоидиновые или криостатные 

срезы доводят до воды. 
2. Оставляют в свежеприготовленном красящем рас-

творе при комнатной температуре на сутки при 37 °С — на 
1–2 часа. 

3. Тщательно промывают водопроводной водой. 
4. Дифференцируют в воде, подкисленной ледяной 

уксусной кислотой (1 капля на 100 мл воды). 
5. Промывают водой. 
6. Под контролем микроскопа окончательно диффе-

ренцируют срезы 96%-м спиртом. 
7. Обезвоживают, просветляют, заключают. 

Методика получения крови,  
изготовления и окраски мазков 

У крупных животных кровь берут из яремной вены с 
помощью кровопускательных игл. У свиней кровь удобно 
брать из венозного сплетения глаз. Для этого используют 
шприц, емкостью 20 мл, иглы № 12–30. Животное фиксируют 
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и вводят иглу по внутреннему углу костной орбиты к проти-
воположному уху до упора иглы, затем оттягивают на 1–1,5 см 
и набирают кровь. Скос иглы должен быть направлен к кост-
ной орбите, иначе мягкие ткани глаза закроют отверстие 
иглы, и кровь поступать не будет. У лабораторных животных 
кровь получают из сердца или периферических сосудов. 

Для приготовления мазков крови используют свежую 
кровь и чистые обезжиренные стекла. На один конец пред-
метного стекла помещают каплю крови. Слева от капли под 
углом 45° ставят шлифованное стекло. После соприкоснове-
ния капли и стекла ожидают, когда капля расплывется под 
гранью шлифованного стекла. Затем, движением справа 
налево растягивают (не размазывают!) каплю. После про-
сушивания мазок фиксируют в метиловом или 96%-м эти-
ловом спирте — 3–15 минут, высушивают. Окрашивают 
только свежеприготовленным красителем 15–30 минут, 
промывают дистиллированной водой, просушивают. При 
необходимости можно заключать окрашенные мазки в 
бальзам после тщательного высушивания. 

Результат. 
Ядра клеток — интенсивно синие; цитоплазма лимфо-

цитов, тромбоцитов, моноцитов — голубая; зернистость — 
темно-фиолетовая или красно-оранжевая, в зависимости от 
разновидности лейкоцитов, эритроциты — розово-оранжевые. 

Для быстрого и достоверного микроскопического ана-
лиза полученных мазков предпочтительно пользоваться 
масляно-иммерсионными объективами. 

Масляно-иммерсионный объектив — это специальный 
стеклянный объектив, погружаемый в каплю иммерсионно-
го масла на покровном стекле. Иммерсионное масло имеет 
тот же показатель преломления, что и стекло. Такой объек-
тив позволяет использовать все лучи света, проходящие 
через фронтальную линзу, без преломления, то есть без 
потери освещенности, которая бывает всегда, когда между 
линзой и покровным стеклом содержится воздух. 

Окраска азур II — эозином 
Отличием этого метода от способа Романовского — 

Гимзы является то, что для приготовления красящего рас-
твора используют эозин, растворенный в воде. Основные 
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растворы при этом хорошо хранятся (но только в темноте), 
менее капризны в отношении качества воды, менее склон-
ны к осадкообразованию. 

Приготовление красящего раствора. 
Основные растворы готовят растворением 1 г азура II 

и эозина (в отдельных склянках) в 1000 мл дистиллирован-
ной воды. Хранят до нескольких месяцев в темноте. 

Необходимое количество красящего раствора разводят 
перед использованием. Для этого смешивают 12 мл раствора 
эозина, 90 мл дистиллированной воды и 10 мл раствора 
азура II. Осторожными покачиваниями перемешивают смесь 
и контролируют осадкообразование. Краситель с осадками 
непригоден для использования. Методика окраски та же, 
что и по Романовскому — Гимзе. 

Окраска пиридин-эозин-азуром по Алфеевой 
Лучшие результаты дает фиксация материала в фор-

малине или ценкер-формоле с последующей заливкой в 
целлоидин. 

Приготовление красящего раствора. 
Смешивают 13 мл 0,1%-го водного раствора желтого 

эозина, 5 мл 0,1%-го раствора азура II и 7 мл дистиллиро-
ванной воды. Добавляют 6 капель чистого пиридина (для 
протравы). Краситель остается пригодным в течение не-
скольких дней. Соотношение составных частей красителя 
можно подбирать опытным путем в зависимости от получа-
емой окраски. 

Методика окраски: 
1. После извлечения целлоидина срезы собирают в 

70%-м спирте. 
2. Промывают дистиллированной водой — 2–3 минуты. 
3. Выдерживают в 0,23%-м растворе марганцовокис-

лого калия — 15 минут. 
4. Ополаскивают дистиллированной водой. 
5. Выдерживают в 5%-м растворе щавелевой кисло-

ты — 5 минут. 
6. Промывают в дистиллированной воде — 20 минут. 
7. Окрашивают пиридин-эозин-азуром — 4–27 часов 

(продолжительность окраски подбирают эмпирически). 



8. Ополаскивают дистиллированной водой.
9. Дифференцируют водой, подкисленной уксусной

кислотой под контролем микроскопа. 
10. Ополаскивают водой.
11. Окончательно дифференцируют в 96%-м спирте до

того момента, когда новая порция спирта не перестанет 
подкрашиваться в синий цвет. 

12. Быстро обезвоживают, просветляют, заключают.
Большим шагом вперед в лабораторной технике гема-

тологических исследований является создание и практиче-
ское использование автоаналитических аппаратов. Они 
имеют ряд преимуществ перед ручными методами: высокую 
производительность, экономичность, легкость применения 
и безостановочность в работе. Созданы полностью автома-
тические линии, позволяющие быстро и точно проводить 
гематологические исследования сразу по нескольким пара-
метрам. Например, прибор «Культер» классифицирует 
10 видов лейкоцитов, дает количественную оценку морфо-
логических особенностей эритроцитов (величину, окраску, 
форму), оценивает число и отклонения от нормы содержа-
ния в крови тромбоцитов. Исследование морфологических 
параметров производится в окрашенных мазках крови при 
помощи бинокулярного микроскопа с автоматической фо-
кусировкой. На проведение 14 анализов требуется пример-
но 20 минут, в течение этого времени прибор не требует 
участия лаборанта. 

Контрольные вопросы 
1. Какой способ окраски является основным гистоло-

гическим способом окраски органов кроветворения и маз-
ков периферической крови?  

2. Опишите последовательность забора крови у жи-
вотных. 

3. Какие преимущества имеет использование автоана-
литических препаратов перед ручными методами. 

4. Как происходит приготовление красящего вещества
при окрашивании пиридин-эозин-азуром по Алфеевой? 

5. Что представляет из себя масляно-иммерсионный
объектив? 
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Глава 14. 
ОСНОВНЫЕ МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
СОСУДИСТОГО РУСЛА 

14.1. Инъекционные методы 
исследования сосудистого русла 

Одной из основных методик изучения архитектоники 
сосудов разного калибра является инъекция красителей. 
Перед инъекцией красящей массы сосуды предварительно 
промывают физиологическим раствором, физиологическим 
раствором с добавлением гепарина, буферными или други-
ми растворами. 

Инъекция красителя может быть выполнена интра-
сосудисто, интракардиально или внутрикостно. В зависимо-
сти от дисперсности красящей массы можно добиться 
избирательного заполнения артериального, венозного или 
микроциркуляторного русел. Инъекция может быть осу-
ществлена по току крови — антеградно, или против тока 
крови — ретроградно. Инъекцию можно проводить при-
жизненно или посмертно. 

Характеристика инъекционных масс  
для просветленных препаратов 

Инъекция может быть произведена «холодными» за-
стывающими массами, использование которых основано на 
затвердении жидких масс при диффузии и испарении воды 
или летучих, растворяющих массу веществ (эфира, органи-
ческих растворителей). В качестве инъекционной массы 
можно рассматривать кровь, которая после остановки серд-
ца задерживается в сосудах и свертывается. Одним из 
наиболее широко используемых веществ для наливки явля-
ется тушь, обычно в водных растворах. Для инъекции микро-
сосудистого русла часто используют соли серебра (0,1–4,0%-е 
растворы нитрата серебра). Для получения более информа-
тивных препаратов микрососудистого русла процесс восста-
новления металлического серебра в налитых сосудах 
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стимулируют кварцеванием, рентгеновским излучением, 
облучением солнечными лучами. В дальнейшем препарат 
фиксируют к 5–10%-м растворе нейтрального формалина, 
обезвоживают в спиртах, просветляют и заключают в бальзам. 

В качестве инъекционной массы можно использовать 
взвесь свинцового сурика (свинцовых белил), например, по 
прописи Б. В. Огнева (1950) (свинцовые белила — 15 г, во-
да — 250 мл). 

Инъекционная масса с берлинской лазурью по пропи-
си Робина (1952) готовится из двух растворов: А — 90 мл 
насыщенного водного раствора ферроцианида калия и 
50 мл глицерина; раствор Б — 3 мл (30%-го) официального 
раствора хлорного железа и 50 мл глицерина. Растворы А  
и Б медленно смешивают, добавляют несколько капель 
соляной кислоты, а затем разводят в трех объемах одного из 
растворителей желатина при температуре 45–50 °С. 

Некоторые гистологические красители, используемые 
при окраске гистологических срезов (гематоксилин, метилено-
вый синий, альциановый синий) так же могут быть использо-
ваны как массы для заполнения и окраски сосудистого русла. 

Лучшие результаты удается получать при использова-
нии растворов низкомолекулярных активных красителей.  
В отличие от обычных красителей они химически взаимо-
действуют с субстратом, присоединяясь к нему посредством 
прочных ковалентных связей. Присоединившиеся к субстра-
ту молекулы красителя не извлекаются органическими рас-
творителями и полностью сохраняются даже при длительной 
промывке водными растворами. Самыми реакционноспособ-
ными в настоящее время являются дихлортриазиновые 
проционовые красители (проционовый ярко-голубой RS). 

Большую группу составляют инъекционные массы на 
основе масляных красок. Для их приготовления применяют 
летучие органические растворители. Массы Teichmann 
(1861) готовятся в следующем составе: 

1. Красная смесь: мел — 500 г, киноварь — 100 г, льня-
ное масло — 100 г, сернистый углерод, эфир или бензин — 
50–150 г. 

2. Синяя смесь: окись цинка — 150 г., ультрамарин — 
10 г, льняное масло — 20 г., сернистый углерод, эфир или 
бензин — 10 г. 
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3. Белая смесь: окись цинка — 250 г, льняное масло — 
30 г, сернистый углерод, эфир или бензин — 20 г. 

Для инъекции кровеносных сосудов могут быть ис-
пользованы горячие массы, которые готовятся из нелетучих 
веществ, вследствие чего слепок получается без последую-
щего изменения объема, в чем и заключается основное 
преимущество этого метода наливки. Чаще всего для этих 
целей используют смеси желатина и подобных ему веществ. 

Характеристика инъекционных масс  
для коррозийных препаратов 

Одним из старых методов изучения сосудистого русла 
является коррозийный метод, основанный на наливке сосу-
дов застывающими кислото- и щелочноустойчивыми «холод-
ными» и «горячими» массами с дальнейшим вытравливанием 
или разрушением тканей, гниением, или концентрированны-
ми растворами кислот и щелочей, в результате чего остается 
слепок сосудов органа. Коррозионный метод позволяет 
наиболее полно, в объемных взаимоотношениях изучать 
компоненты сосудистого русла. 

Для изготовления коррозионных препаратов исполь-
зуются чаще пластмассы на основе эфиров метакриловой 
кислоты, в частности метилметакрилат, полиметилметак-
рилат. Эти соединения принадлежат к группе акриловых 
соединений и представляют собой жидкость с характерным 
сладковатым запахом. Они способны под влиянием тепла, 
света и катализаторов переходить в твердое состояние — 
плексиглас (органическое стекло). Существуют модифика-
ции данных методик, позволяющие после добавления в 
жидкую смесь пластификаторов получать эластичные не-
хрупкие продукты. 

Быстрое развитие ортопедической стоматологии поз-
воляет использовать и зубоврачебные пластмассы (АКР-7, 
АКР-9, АСТ-2, АСТ-4). 

Полиэфирные смолы СКПС-2 и СКПС-2А, также исполь-
зуемые для инъекций, представляют собой растворы нена-
сыщенных полиэфиров молекулярного веса 1000–2000 в 
мономерах, способных к полимеризации. Указанные смолы 
прозрачны, легко окрашиваются тушью и анилиновыми 
красителями в различные цвета. Обладают низкой вязкостью. 
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Для изготовления коррозийных препаратов пользу-
ются целлоидином. Целлоидиновые массы окрашиваются 
кислотоустойчивыми красителями (судан, ультрамарин).  
К числу исходных масс относятся целлоидин с камфарой, 
целлулоид, растворенные в ацетоне. 

14.2. Беспрепаровочные методы 
визуализации инъецированных сосудов 

На протяжении длительного времени наиболее попу-
лярным анатомическим методом исследования сосудов 
остается препарирование. Усовершенствование способов 
наливки сосудистого русла, при которых используются 
специальные инъекционные массы, облегчило процесс 
препаровки. Однако метод механической препаровки, более 
приемлемый для крупных сосудов, оказывается недоста-
точным при выявлении мелких сосудов из-за нарушения их 
целостности и неизбежности появления артефактов. Это 
послужило толчком к разработке беспрепаровочных мето-
дов визуализации инъецированных сосудов. Широкое рас-
пространение получили методы просветления, коррозии, 
рентгенографии. 

Методики просветления препаратов 
Просветление делает препараты прозрачными, прохо-

димыми для лучей света. Различают две группы просветля-
ющих веществ в зависимости от того, способны ли они 
просветлять препараты сразу после извлечения их из воды 
или только после обезвоживания спиртом. 

Первую группу составляют глицерин, глицерин-
желатина, насыщенный раствор уксуснокислого калия, 
жидкость Фарранта, масса Апатии. 

Ко второй группе просветляющих веществ можно от-
нести ксилол, толуол, эфирные масла, анилиновое масло, 
скипидар. 

Метод просветления складывается из следующих эта-
пов: фиксация, беление, промывка, обезвоживание, про-
светление, заключение. Для фиксации используют спирт, 
формалин, другие фиксаторы, соответствующие целям 
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и задачам исследования. Для беления употребляют пергид-
роль и перекись водорода. После беления препарат промы-
вают несколько раз в проточной воде, а затем выдерживают 
в течение 2 суток в дистиллированной воде. Для последую-
щего обезвоживания применяется этиловый спирт в воз-
растающих концентрациях: 60 %, 75 %, 85 %, 96 %, 100 %. 
Просветление существенно улучшает оптические свойства 
препаратов. Наиболее часто в морфологической практике 
для просветления используют ксилол, толуол, бергамотовое 
или гвоздичное масла, бензоил. Небольшие объекты про-
светляются в течение 1–6 часов, более крупные — 3–7 дней. 
Для заключения используют канадский или пихтовый баль-
замы, помещаемые под покровное стекло или полистирол. 

Кислотные методы основаны на вытравливании па-
ренхимы органа растворами кислот или щелочей. Слепок 
сосудистой системы, изготовленный из щелоче- или кисло-
тоустойчивых инъекционных масс остается при этом непо-
врежденным. Разрушение мягких тканей можно проводить 
в растворах соляной кислоты возрастающей концентрации 
(30 %, 60 %, 90 % последовательно), при необходимости 
ускорения процесса коррозию можно проводить в термо-
стате при температуре 30–36 °С. Вместо кислот можно ис-
пользовать 15–40%-е растворы едкой щелочи. 

По извлечению препарата из коррозирующего раство-
ра он промывается для удаления остатков тканей. При этом 
обнажается сосудистое русло. Препарат высушивается, 
после этого его монтируют на подставке и хранят под стек-
лянным колпаком. Реже коррозийный препарат помещают 
в жидкость для хранения. 

14.3. Способы коррозии  
инъецированных препаратов 

На органах с налитой сосудистой системой путем пре-
паровки осуществляется удаление окружающих тканей. 
Методом препаровки удается легко выделить крупные и 
частично мелкие кровеносные сосуды. Значительная часть 
коллатеральных и анастомозирующих сосудов при этом 
разрушается. Поэтому препаровка применяется как предва-
рительный этап при приготовлении препаратов. 



Биологические методы коррозии. Первые методики био-
логической коррозии основывались на разрушении мягких 
тканей личинками жуков. Существуют биологические мето-
ды, при которых вытравливание идет за счет гниения, однако, 
это требует много времени и сопровождается неприятным 
запахом. Можно сочетать коррозию посредством гниения 
с вытравливанием кислотой. По Ромодановскому (1959), 
орган помещается в теплую воду, подвергается варке при 
незначительном кипении, после полного разваривания 
остатки мягких тканей удаляются тонкой струей воды. 

Контрольные вопросы 
1. Опишите инъекционные методы исследования со-

судистого русла. 
2. Дайте характеристику инъекционных масс для про-

светленных препаратов. 
3. На чем основано использование инъекционных масс

при изучении сосудистого русла? 
4. Какие химические вещества используются для про-

светления препаратов? 
5. На чем основано использование биологических ме-

тодов коррозии? 
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Глава 15. 
ПРИНЦИПЫ И МЕТОДЫ 
ГИСТОХИМИЧЕСКОГО 

ОКРАШИВАНИЯ 

Целью гистохимических исследований является выяв-
ление в тканевой локализации различных химических со-
единений. Эти методы гораздо менее специфичны по 
сравнению, например, с иммуноцитохимическими, однако, 
отличаются простотой выполнения и дешевизной исполь-
зуемых реактивов. 

Подготовка материала к гистохимическому исследо-
ванию включает традиционные этапы забора материала, 
фиксации, промывки, обезвоживания и заливки в плотные 
среды. Методика и особенности проведения каждого этапа 
зависят от выбора исследуемых соединений и направлены 
на одновременную сохранность прижизненного состояния 
тканевых структур и выявляемых веществ. 

15.1. Гистохимия белковых соединений 
Белки принимают участие в построении практически 

всех структур клеток и тканей. Для гистохимии представля-
ет интерес не подтверждение наличия белков в тех или 
иных клеточных и тканевых структурах, а оценка его со-
держания или установление класса белка. Гистохимические 
методы позволяют устанавливать тканевую локализацию 
различных аминокислот и косвенным путем оценивать 
структурное распределение белков в целом. 

Окрашивание суммарного белка по Бонхегу 
Методика окраски:  
1. Доводят срезы до воды.  
2. Окрашивают 0,05%-м раствором бромфенолового 

синего, содержащим 2 % уксусной кислоты и 1 % сулемы. 
3. Отмывают 0,5%-м раствором уксусной кислоты в 

течение 5–15 минут. 
4. Переносят в дистиллированную воду — на 20 минут. 
5. Быстро обезвоживают, просветляют, заключают. 
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Результат: белки окрашиваются в темно-синий цвет. 

Реакция тетразониевого сочетания  
по Даниели 

Этот метод основан на взаимодействии некоторых 
аминокислот, таких как тирозин, триптофан и гистидин 
с тетразотированным бензидином и последующем сочета-
нии свободной диазогруппы с β-нафтолом. 

Приготовление рабочего раствора тетразотирован-
ного бензидина: 

18 мл бензидина смешивают с 50 мл дистиллирован-
ной воды, добавляют 0,83 мл концентрированной соляной 
кислоты. Охлаждают на льду, добавляют смесь 1 мл дистил-
лированной воды с 14 мг нитрита натрия, тщательно пере-
мешивают (лучше на мешалке), доводят гидроксидом Nа 
или К до рН 9,0. Полученный коричневый раствор не хра-
нится. 

Методика окраски: 
1. Срезы доводят до дистиллированной воды. 
2. Промывают в веронал-ацетатном буфере (рН 9,2). 
3. На холоде окрашивают свежеприготовленным тет-

разотированным бензидином — 20 минут. 
4. Промывают дистиллированной водой. 
5. Промывают подкисленной (0,1 Н соляная кислота) 

водой. 
6. Промывают дистиллированной водой. 
7. Проводят реакцию азосочетания в веронал-ацетат-

ном буфере (рН 9,2), насыщенном β-нафтолом — 15 минут. 
8. Промывают 1%-й уксусной кислотой. 
8. Промывают дистиллированной водой. 
9. Быстро обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат: белковые соединения окрашиваются в 

красно-коричневые тона. 

Реакция Миллона в модификации Бейкера 
Этот метод позволяет выявлять структуры, содержа-

щие в своих белковых соединениях тирозин. Качество окрас-
ки не обусловлено использованием специфичного фиксатора, 
допустима традиционная фиксация формалином. 
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Методика окраски: 
1. Приготовление жидкости Миллона. При нагревании 

растворяют 10 г сульфата ртути в 100 мл 10%-й серной 
кислоты. После охлаждения объем раствора доводят до 
200 мл дистиллированной водой. Перед использованием 
раствор нагревают до кипения и добавляют 20 мл 0,25%-го 
раствора нитрата натрия. 

2. Срезы доводят до воды. 
3. В термостойкой емкости окрашивают нагретой до 

кипения жидкостью Миллона. 
4. В течение нескольких минут охлаждают до комнат-

ной температуры. 
5. Промывают дистиллированной водой — 3-кратно 

по 2 минуты. 
6. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Структуры, содержащие в составе белковых единиц 

тирозин, окрашиваются в красно-желтые тона. Интенсив-
ность окраски пропорциональна количеству выявляемой 
аминокислоты. 

Методика выявления сульфгидрильных групп,  
связанных с белком, по Баррнетту — Зелигману 

Многие патологические процессы в организме связа-
ны с повышением интенсивности перикисного окисления 
липидов (состояние резервных сил при этом можно оцени-
вать по содержанию структур, имеющих сульфгидрильные 
(SH=) и дисульфидные (-S-S) группы. 

Методика основана на избирательном окислении тио-
ловых групп белков дисульфидами в щелочной среде. При 
этом образуется нерастворимый в воде и органических 
растворителях комплекс, способный преобразовываться в 
азокраситель сочетанием с солью диазония. Желательна 
фиксация 1%-й трихлоруксусной кислотой в 80%-м спирте, 
жидкости Карнуа, формалине. Быстрая заливка в парафин 
уменьшает нежелательное окисление SH-групп. 

Методика окраски: 
1. Доводят срезы до воды. 
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2. Инкубируют при 50 °С с ДДД-реагентом (50 мг  
2,2-диокси-6,6-динафтилдисульфида смешать с 30 мл  
100%-го спирта и 70 мл натрий-вероналового буфера,  
рН 8,5) — 1 час. 

3. Охлаждают до комнатной температуры. 
4. Промывают дистиллированной водой, затем ди-

стиллированной водой — 2-кратно по 10 минут, подкислен-
ной до рН 4,0–4,5 уксусной кислотой. 

5. Обезвоживают, промывают эфиром. 
6. Вновь доводят до воды по схеме. 
7. Окрашивают 0,1%-м раствором тетразотированно-

го диортоанизидина в 0,1 М фосфатном буфере, рН 7,4 — 
в течение 2 минут. 

8. Промывают водой. 
9. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Структуры, содержащие активные SH-группы, окра-

шиваются в синий цвет, снижение активности и концентра-
ции SH-групп в белковых структурах проявляется красным 
окрашиванием. 

15.2. Гистохимия нуклеопротеидов 
В тканях животных и микроорганизмах присутствуют 

2 типа нуклеиновых кислот — дезоксирибонуклеино-
вая (ДНК) и рибонуклеиновая (РНК). Молекулы ДНК и РНК 
представляют собой высокомолекулярные полимеры, 
структурно-функциональной единицей которых являются 
мононуклеотиды. Гистохимически нуклеопротеиды можно 
выявить, контрастируя составные части мононуклеоти-
дов — пуриновые и пиримидиновые основания, углеводный 
компонент, фосфорную кислоту. 

Выявление ДНК и РНК по Браше 
Поскольку этот метод не является высокоспецифичным 

как, например, иммуноцитохимический, желательна поста-
новка контролей. Участки тканей, контрастируемые по Браше 
после инкубации, например, с рибонуклеазами или дезокси-
рибонуклеазами, остаются неокрашенными, в отличие от 
серийных участков, не подвергавшихся прединкубации. 
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Приготовление рабочего красящего раствора: 12,5 мл 
2%-го пиронина GS смешивают с 7,5 мл 2%-го метилового 
зеленого и 30 мл дистиллированной воды. 

Методика окраски: 
1. Срезы доводят до воды. 
2. Выдерживают в красящем растворе около 6 минут. 
3. Дифференцируют Н-бутанолом дважды по 5 минут. 
4. Просветляют, заключают в бальзам. 
Результат. 
Структуры, содержащие ДНК — зеленовато-голубые; 

содержащие РНК — красные. 

Методика выявления ядрышковых организаторов  
в форменных элементах крови по методике  

Хоуэлла и Блэка (Howell, Black, 1980)  
в модификации Квочко А. Н. с соавт. (2015) 

1. Приготовленные мазки из периферической крови 
фиксируют метиловым спиртом, высушивают и промывают 
дистиллированной водой.  

2. Мазки помещают в раствор КС1 (0,57 г КС1 на 
100 мл дистиллированной воды) на 20 мин, а после про-
мывки дистиллированной водой — в смесь 50%-го рас-
твора азотнокислого серебра (раствор «А») и 2%-го 
раствора желатины на 1%-м растворе муравьиной кисло-
ты (раствор «В»), приготовленных extempore. Растворы 
«А» (5 мл) и «В» (5 мл) смешивают в темноте и в получен-
ной смеси выдерживают мазки крови в течение 20 мин  
в темноте при 37 °С. 

3. Мазки погружают на 2–3 с в дистиллированную во-
ду, выдерживают дважды по 8 мин в 5%-м растворе тио-
сульфата Na (в темноте при 37 °С), после чего промывают 
водопроводной, затем дистиллированной водой.  

4. Окраску форменных элементов крови проводят по 
методу Романовского в течение 30 мин.  

5. Промывка водопроводной водой и высушивание 
на воздухе.  

6. Заключение в канадский бальзам или иные среды. 
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15.3. Гистохимия углеводов 
В организме углеводы выполняют опорные и энерге-

тические функции. Углеводы являются составными частями 
АТФ, цАМФ, нуклеиновых кислот и других биологически 
важных соединений. Являясь специфическим компонентом 
иммуноглобулинов, углеводы участвуют в иммунных реак-
циях организма. Продукты расщепления углеводов исполь-
зуются для синтеза всех классов соединений в живой 
клетке. 

Выявление углеводов основано на методах общего 
анализа химических групп. Для этого применимы методы 
окисления, метахроматического окрашивания основными 
красителями, реакции блокирования и превращения 
реактивных групп, реакции связывания коллоидных ме-
таллов. 

ШИК-реакция 
Этим методом выявляют соединения, содержащие ок-

сигруппы, которые в результате окисления метайодной 
кислоты могут превращаться в альдегидные группы. Одна-
ко в срезах с помощью ШИК-реакции выявляются лишь 
гликоген и гликопротеины. 

Для получения лучших результатов желательно поль-
зоваться химически чистой посудой, исключить контакт 
срезов с металлическими инструментами. 

Приготовление реактива Шиффа: 
0,5 г парарозанилина (стандартный, свободный от ак-

ридина парафуксин) растворяют в 15 мл 1 Н соляной кисло-
ты при постоянном помешивании. Добавляют 69–70 мл 
дистиллированной воды, содержащей 0,5 г пиросульфата 
калия. Полученный насыщенно-красный раствор плотно 
закрывают и оставляют при комнатной температуре в тем-
ном месте на 24 часа. В течение этого времени раствор при-
обретает желтоватый оттенок. После этого раствор 
тщательно размешивают с 0,3 г порошка активированного 
угля и дважды фильтруют. 

Методика окраски: 
1. Депарафинированные срезы доводят до воды. 
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2. Проводят окисление 0,5–1%-м водным раствором 
орто- или метайодной кислоты — 2–10 минут. Продолжи-
тельность этого этапа и концентрация окислителя подби-
раются эмпирически. 

3. Промывают водой — 10 минут. 
4. Инкубируют в реактиве Шиффа, при комнатной 

температуре — 10–30 минут. Этап проводится в темноте! 
5. Промывают трижды сернистой водой — по 2 мину-

ты. Для ее приготовления к 100 мл дистиллированной воды 
прибавляют 5 мл 10%-го пиросульфита натрия и 5 мл 
1Н соляной кислоты. 

6. Промывают в нескольких сменах проточной, а за-
тем дистиллированной воды. 

7. При необходимости докрашивают ядра (см. выше). 
8. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Структуры, содержащие гликоген — темно-красные; 

содержащие гликопротеины — красно-лиловые. Гликоген 
можно дифференцировать от гликопротеинов переварива-
нием амилазой или диастазой. 

Метахроматическое окрашивание  
гликозаминогликанов 

Метахромазия — это изменение спектров поглощения 
красителей в тканях. Примером метахромазии является 
окрашивание тиазиновыми красителями гранул тучных 
клеток в фиолетово-красные цвета, в то время как другие 
структуры этих клеток окрашиваются в оригинальный 
синий цвет красителя. Метахроматически окрашиваются, 
как правило, кислые гликозаминогликаны. 

На интенсивность метахроматического окрашивания 
влияют все воздействия (химические, термические, механи-
ческие), которым подвергается материал на всех этапах 
подготовки ткани к окрашиванию. Лучшего качества полу-
чаются препараты из криостатных срезов с непродолжи-
тельной последующей фиксацией. 

Практически для получения метахромазии использу-
ют только красители тиазиновой группы в водных раство-
рах. К ним относят толуидиновый синий, метиленовый 



179 

синий, азур А, тиопин, основной фуксин. Окраску проводят по 
обычным методикам простого прогрессивного окрашивания. 
Тканевые структуры, содержащие гликозаминогликаны, 
приобретают все оттенки от синего через фиолетовый,  
до красного. 

Выявление кислых гликозаминогликанов  
с помощью коллоидных металлов  

(реакция Хейла) 
С этой целью используют коллоидные растворы золо-

та, железа, платины, тория. 
В кислой среде (рН<2) коллоидное железо соединяется 

с карбоксильными и сульфоновыми группами гликозами-
ногликанов. Места связывания на последующих этапах выяв-
ляются в реакции берлинской лазури. Следует учитывать, 
что при повышении рН растворов колоидный гидроксид 
железа начинает связываться не только с гликозаминогли-
канами, но и с белками и нуклеиновыми кислотами. 

Методика окрашивания: 
1. Срезы доводят до воды. 
2. Готовят коллоидное железо. Для этого 25 мл кипя-

щей дистиллированной воды смешивают с 4 мл 32%-го 
раствора трихлорида железа. Полученный раствор хранится 
около месяца. Для окрашивания срезы помещают на 
10 минут в раствор, содержащий 10 частей приготовленного 
красителя и 4 части ледяной уксусной кислоты. 

3. Промывают в 5%-й уксусной кислоте дважды по 
5 минут. 

4. Инкубируют срезы в растворе, содержащем 1 часть 
25 гексацианоферрата калия и 2 части 1%-й соляной кислоты. 

5. Промывают дистиллированной водой дважды по 
2 минуты. 

6. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат: структуры, содержащие кислые гликоза-

миногликаны, — синие. 

Окраска альциановым синим 
Альциановый синий относится к фталоцианиновым кра-

сителям. Эта группа красителей включает в себя разновидно-
сти альцианового синего — 8G, 8S, 8GS, 5G, альцианового 
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зеленого — 2G, 3В, кроме того, люксолевый прочный синий, 
астрасиний. Альциановый синий интересен тем, что можно 
проследить параллель между окрашиванием альциановым 
синим и метахромазией при изменении рН и концентрации 
красителя. Кроме того, альциановый синий отличается 
простотой применения и быстротой окрашивания. 

Окраска альциановым синим при рН 2,5: 
1. Срезы доводят до воды. 
2. Окрашивают в 1%-м растворе альцианового синего 

на 3%-й уксусной кислоте (рН 2,5) 30 минут. 
3. Промывают проточной водой — 5 минут. 
4. Обезвоживают, просветляют, заключают. 
Результат. 
Слабокислые сульфатированные гликозаминогликаны 

и гликопротеины — темно-синие. Сильнокислые сульфати-
рованные гликозаминогликаны не окрашиваются. 

Окраска альциановым синим при рН 1,0. Методика 
окраски та же, но в качестве красящего используют 1%-й 
раствор альциановго синего в 0,1 Н соляной кислоте (рН 1,0). 
Окрашиваются только сульфатированные гликозаминогли-
каны. 

Окраска метиленовым синим 
Метиленовый синий позволяет отличать места рас-

пределения кислых гликозаминогликанов и нейтральных 
гликопротеинов, дифференцировать сульфатные, фосфат-
ные, карбоксильные группы, выявляя базофилию при раз-
личных рН. Степень базофилии определяется наличием 
свободных анионов полисахаридов. По мере снижения рН 
интенсивность окрашивания отдельных структур снижает-
ся. Это явление носит название «экстинкция». 

Окрашивание анионных групп метиленовым синим  
при различных значениях рН 

рН Окрашиваемые группы или вещества 
1,5 SО4 
2,8 РО4(SО4) кислые гликозаминогликаны 
4,0 СООН (РО4, SО4) 
5,0 все кислые группы 

>5,0 нейтральные гликопротеины 
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Для определения экстинкции метиленового синего 
можно использовать 0,1–0,01%-е его растворы в веронала-
цетатном буфере или ацетатном буфере Михаэлиса при 
различных значениях рН. 

Окраска кармином по Бесту 
Этот метод позволяет избирательно выявлять ткане-

вую локализацию гликогена. Он применим в тех случаях, 
когда задачи исследования требуют дифференцировки 
распределения гликогена и других ШИК-положительных 
продуктов (мукопротеидов, гликопротеидов). Механизм 
избирательности окрашивания кармина окончательно не 
выяснен, поэтому при использовании этого метода необхо-
димо проводить контроли с перевариванием гликогена 
амилазой, диастазой или слюной. 

Приготовление красящего раствора кармина: 2 г кар-
мина, 1 г карбоната калия, 5 г хлорида калия кипятят в 
60 мл дистиллированной воды несколько минут. После 
охлаждения раствор фильтруют и добавляют в него 20 мл 
раствора аммиака. При температуре +4 °С раствор хранится 
около 3 месяцев. Для приготовления рабочего красящего 
раствора 2 мл маточного раствора соединяют с 3 мл аммиа-
ка и 3 мл метанола. 

Методика окраски: 
1. Материал фиксируют по Лилли, Жандру, Карнуа, 

Шабадашу, Буэну или в 100%-м спирте. Заливают в парафин, 
целлоидин или готовят замороженные срезы. 

2. Срезы доводят до 100%-го спирта. 
3. Целлоидинируют срезы в 1%-м растворе целлоиди-

на, приготовленном на смеси спирта и эфира в соотношении 
1:1 — 2 минуты. 

4. Просушивают срезы. 
5. Уплотняют в 70%-м спирте, собирают в дистилли-

рованной воде. 
6. Подкрашивают ядра гемалауном или гематоксили-

ном Эрлиха. 
7. Промывают дистиллированной водой. 
8. При необходимости дифференцируют в солянокис-

лом спирте и снова промывают. 
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9. Окрашивают кармином — 10–30 минут. 
10. Дифференцируют до окончания подкрашивания 

раствора смесью, содержащей 4 мл метанола, 5 мл 100%-го 
этанола, 10 мл дистиллированной воды. 

11. Промывают в 80%-м спирте, обезвоживают, про-
светляют, заключают. 

Результат: ядра — темно-синие; гликоген — красный. 

15.4. Гистохимия липидов 
Липиды — жиры и жироподобные вещества — это 

преимущественно неполярные соединения, основным ком-
понентом которых являются жирные кислоты. С учетом 
гистохимических свойств липиды делят на простые 
(нейтральные жиры, воски, стероиды) и сложные (фосфо-
липиды, цереброзиды, ганглиозиды, сульфолипиды). 

Липиды нерастворимы или плохо растворимы в воде, 
хорошо растворяются в хлороформе, ацетоне, эфире, нагре-
том спирте. Способность липидов в большей или меньшей 
степени растворяться в жирорастворителях положена в 
основу дифференциальной экстракции липидов и выявле-
ния их с помощью жирорастворимых красителей. Химиче-
ские способы выявления липидов основаны на определении 
их активных функциональных групп. 

Окраска Суданом черным по Лизону 
1. Материал фиксируют в кальций-формоле, готовят 

срезы на замораживающем микротоме. 
2. Промывают срезы в 70%-м спирте. 
3. Окрашивают насыщенным профильтрованным рас-

твором Судана в 70%-м спирте — 20–30 минут. 
4. Промывают в 70%-м спирте 30 секунд. 
5. Промывают дистиллированной водой. 
6. Окрашивают 1%-м ядерным прочным красным — 

1 минуту. 
7. Быстро промывают в дистиллированной воде, за-

ключают в глицерин-желатин или глицерин. 
Результат: липиды окрашиваются в темно-синий до 

черного цвета; ядра — красные. 
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Окраска масляным красным О по Лили 
1. Замороженные срезы переносят в дистиллирован-

ную воду. 
2. Быстро промывают 60%-м изопропанолом. 
3. Окрашивают масляным красным О — 10 минут. Для 

приготовления красящего раствора 0,05 г масляного крас-
ного О растворяют в 100 мл 98%-го изопропанола, разводят 
дистиллированной водой в соотношении 6:4, выдерживают 
24 часа, фильтруют. 

4. Дифференцируют 60%-м изопропанолом. 
5. Промывают дистиллированной водой. 
6. Заключают в глицерин-желатин. 
Результат: нейтральные жиры окрашиваются в крас-

ный цвет; ядра клеток — синие. 

Окраска фосфолипидов  
кислым гематеином Бейкера 

Фиксированные в кальций-формоле кусочки выдер-
живают в бихромат-кальциевой смеси, в результате чего 
фосфолипиды образуют нерастворимые комплексы с хро-
мом. Эти комплексы, взаимодействуя с кислым гематеином, 
образуют соединения хром-гематеин, выявляемые по тем-
но-синей окраске. 

Приготовление красящего раствора кислого гематеи-
на: 50 мг кристаллического гематоксилина растворяют в 
50 мл 0,1%-го раствора метайодата натрия нагреванием до 
кипения. После охлаждения добавляют 1 мл ледяной уксус-
ной кислоты. 

Методика подготовки материала к окраске: 
1. Материал фиксируют в 0,05%-м растворе хлорида 

магния в ацетоне, дважды меняя раствор через 2 часа. 
2. Промывают ксилолом — двукратно по 5 минут. 
3. Инкубируют в расплавленном парафине — 2 смены 

по 5 минут. 
4. Заливают в парафин, готовят срезы. 
5. Депарафинируют ксилолом — 2 смены по 5 минут. 
6. Выдерживают в 0,65 % хлорида магния в ацетоне — 

дважды по 5 минут. 
7. Промывают дистиллированной водой — дважды по 

1 минуте. 
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8. Помещают срезы в 5%-й раствор бихромата калия 
при 60 °С — на 4 часа. 

9. Промывают дистиллированной водой — трижды. 
10. Окрашивают кислым гематеином при температуре 

37 °С — 1–5 часов. 
11. Дифференцируют в 0,25%-х водных растворах ди-

бората натрия декагидрата и гексацианоферрата калия — 
18 часов. 

12. Промывают дистиллированной водой. 
13. Обезвоживают в 2 сменах 0,65%-го хлорида магния 

в ацетоне — по 5 минут. 
14. Просветляют в ксилоле, заключают в бальзам. 
Результат: фосфолипиды — черно-синие. 

Выявление холестерина методом Шультца 
В основе этого метода лежит окисление холестерина 

до оксихолестерина аммонийными квасцами. Метод может 
считаться специфичным, но для получения достоверных 
результатов предпочтительно использование срезов, полу-
ченных на замораживающем микротоме после фиксации 
материала в кальций-формоле. 

Методика окраски: 
1. Собранные в воде срезы промывают дистиллиро-

ванной водой. 
2. Срезы помещают при 37 °С в забуференный раствор 

железоаммонийных квасцов — 7 суток. Для его приготовле-
ния 2,5 г железоаммонийных квасцов растворяют в 100 мл 
0,2 М ацетатного буфера, рН 3,0. После окончания растворе-
ния рН раствора около 2,0. 

3. Срезы промывают в 0,2 М ацетатном буфере — 
трехкратно по 1 часу. 

4. Промывают дистиллированной водой. 
5. Выдерживают в 5%-м растворе формалина — 

10 минут. 
6. Монтируют срезы на предметные стекла. 
7. На покровное стекло наносят каплю смеси ледяной 

уксусной и серной кислот, приготовленной в соотношении 
1:1, на ледяной бане. Затем переворачивают предметное 
стекло со срезом и осторожно кладут его на покровное, 
слегка прижимая. 
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8. Незамедлительно микроскопируют. 
Результат: холестерин и его эфиры приобретают сине-

зеленое окрашивание, через 30–60 минут окраска меняется 
на синюю. 

11.5. Гистохимия пигментов 
Пигменты — это группа веществ, поглощающих свет 

в видимом спектре и наблюдаемых в неокрашенных клетках 
и тканях. По происхождению пигменты делятся на экзоген-
ные (угольная пыль, отложения металлов, химиотерапевти-
ческих препаратов) и эндогенные (меланин, липофусцин, 
каротиноиды). 

Выявление билирубина, гемосидерина  
и липофусцина по Гленнеру 

Для фиксации материала нежелательно применение 
кислых фиксаторов. Предпочтительно использование замо-
роженных срезов. 

Методика окраски: 
1. Приготовленные в криостате, монтированные на 

стекла и подсушенные срезы инкубируют в 2%-м растворе 
гексацианоферрата калия — 5 минут.  

2. Обрабатывают свежеприготовленной смесью рав-
ных частей 2%-го гексацианоферрата калия и 5%-й уксус-
ной кислоты — 20 минут. 

3. Ополаскивают в проточной воде и обрабатывают 
3%-м раствором бихромата калия рН 2,2 — 15 минут. 

4. Промывают водой. 
5. Окрашивают свежепрофильтрованным раствором 

красного О в изопропаноле — 20 минут. 
6. Промывают в проточной воде — 5 минут. 
7. Заключают в сироп Апати. Для его приготовления 

10 г гуммиарабика и 10 г сахара растворяют на водяной 
бане в 10 мл дистиллированной воды. Для длительного 
сохранения добавляют кристаллики тимола. 

Результат: липофусцины окрашиваются в оранжево-
красный цвет; гемосидерин — в синий; билирубин —  
в темный изумрудно-зеленый. 
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Метод Перлса  
для выявления трехвалентного железа 

При использовании этого метода желательна форма-
линовая фиксация и заливка в парафин. 

Методика окраски: 
1. Довести срезы до воды. 
2. Инкубировать срезы в свежеприготовленном рас-

творе, содержащем в равных пропорциях 2%-й ферроцианид 
калия или натрия и 2%-ю соляную кислоту, в течение 30–
60 минут. 

3. Промыть в дистиллированной воде. 
4. Подкрасить ядра 1%-м водным раствором нейтраль-

ного красного в течение 3–5 минут. 
5. Промыть, обезводить, просветлить и заключить 

срезы. 
Результат: участки локализации трехвалентного же-

леза окрашиваются берлинской лазурью, ядра окрашивают-
ся в красный цвет. 

Выявление меланина по Лилли 
Выявление меланина основано на его способности об-

разовывать комплексы с ионами двухвалентного железа, 
которые выявляются гексацианоферратом калия в реакции 
турбуленовой сини. 

Методика окраски: 
1. Депарафинированные срезы доводят до воды. 
2. Инкубируют в 2,5%-м растворе сульфата железа 

гептагидрата — 60 минут. 
3. Промывают в 4-х сменах дистиллированной во-

ды — по 5 минут. 
4. Помещают в 1%-й раствор гексацианоферрата ка-

лия в 1%-й уксусной кислоте — на 30 минут. 
5. Промывают 1%-й уксусной кислотой. 
6. Докрашивают пикрофуксином по Ван-Гизону (см. 

выше). 
7. Обезвоживают, просветляют, заключают в бальзам. 
Результат: меланин и гемосидерин — темно-зеленые 

на бесцветном фоне. 
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Контрольные вопросы 
1. Что является целью гистохимических исследований?  
2. На чем основан метод реакции тетразониевого соче-

тания по Даниели?  
3. Какие структуры позволяет выявить реакция Мил-

лона в модификации Бейкера?  
4. На чем основана методика выявления сульфгидриль-

ных групп, связанных с белком, по Баррнетту — Зелигману?  
5. Каков механизм гистохимического выявления нук-

леопротеидов?  
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Глава 16. 
ОСНОВЫ 

ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОГО 
АНАЛИЗА 

Принцип иммуноцитохимического анализа основан  
на высокоспецифичном взаимодействии антигенов с анти-
телами. 

Антиген — это вещество, несущее признаки генетиче-
ски чужеродной информации. Антиген можно определить, 
как молекулу, распознаваемую иммунокомпетентными 
клетками как чужеродную (не свою). Свойствами антигена 
обладают бактерии, вирусы, паразиты, чужеродные клетки 
и ткани, мутационно изменившиеся собственные клетки, 
продукты жизнедеятельности чужеродных клеток. 

Антитела — иммуноглобулины, молекулы сложных 
белков, способные специфически соединяться с соответству-
ющими антигенами. Антитела синтезируются В-лимфоци-
тами и плазмоцитами. При иммуноцитохимическом 
исследовании используются меченые антитела, ими выяв-
ляют антигены тканей. 

В роли антигенов могут выступать как разнообразные 
химические соединения, находящиеся в тканях, так и от-
дельные клеточные структуры (ядро, цитоплазматические 
органеллы). 

В настоящее время чаще используют моноклональные 
меченые антитела. Они идентичны по специфичности, срод-
ству к антигенам, имеют стабильную молекулярную орга-
низацию. Продуцируются моноклональные антитела 
гибридомами, образованными слиянием В-лимфоцитов 
селезенки иммунизированного животного и клеток культу-
ры миеломы того же животного. Гибридомы обладают 
свойством быстро и неограниченно пролиферировать по-
добно опухоли. Одновременно, они синтезируют антитела, 
как В-лимфоциты и плазматические клетки. Поскольку 
производство моноклональных антител и контроль за их 
качеством очень трудоемки, в большинстве лабораторий 
пользуются готовыми антителами, производимыми специа-
лизированными зарубежными и отечественными фирмами. 
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В зависимости от того, чем метятся антитела, выделя-
ют иммунофлуоресцентные, иммуноферментные, иммуно-
изотопные и другие методы исследования. Использование 
меченых различными метками антител в одном и том же 
образце ткани позволяет одновременно выявить несколько 
разновидностей антигенов. 

Другая классификация методов иммуномечения осно-
вана на принципе прямого связывания меченого антитела с 
антигеном или через немеченые антитела. Прямой метод 
основан на выявлении тканевого антигена с помощью ме-
ченых антител. Недостатками прямого метода является его 
низкая чувствительность и значительное фоновое окраши-
вание, вызванное неспецифическим связыванием. Достоин-
ствами метода являются его простота и быстрота, поэтому 
его часто используют при экспресс-диагностике. 

Непрямой метод основан на том, что немеченые анти-
тела выявляют с помощью вторых меченых антител к пер-
вым антителам. То есть антитела, связывающиеся с 
тканевыми антигенами, сами являются антигенами по 
отношению ко 2-м антителам. 

Этот метод более трудоемок, требует затрат времени и 
реактивов. При использовании этого метода необходима 
постановка контролей, исключающих фоновое окрашива-
ние. Вместе с тем этот метод более специфичен и чувстви-
телен, одни и те же меченые антитела могут быть 
использованы для выявления мест связывания различных 
видов первых антител и антигенов. 

Существуют различные варианты прямого и непрямо-
го методов. На их основе разработаны методики немеченых 
антигенов, пероксидаза — антипероксидаза и авидин-
биотиновые методики. 

Для выявления мест связывания антигена с антителом 
используют светооптические и электронномикроскопиче-
ские исследования. 

Подготовка материала к изготовлению срезов и их 
окраска в имунонитохимических исследованиях имеет неко-
торые требования. Основное требование — этапы, предше-
ствующие окрашиванию, должны максимально сохранять 
тканевые структуры и иммобилизовать антиген, максималь-
но сохранив его активность. 
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В большинстве случаев иммуногистохимические реак-
ции можно на срезах предварительно фиксированных тка-
ней, реже — на замороженных срезах нефиксированного 
материала. Выбор метода фиксации обусловлен тем, что 
непродолжительная фиксация и низкая концентрация фик-
сирующих жидкостей обеспечивает достаточную сохран-
ность тканевых структур. В то же время, использование 
более концентрированных фиксация и удлинение   времени 
фиксации может привести к снижению антигенной актив-
ности исследуемых структур. В каждом случае исследова-
тель подбирает схему фиксации материала эмпирически. 

Чаще всего, в иммуноцитохимических исследованиях 
исследуют параформальдегидные фиксаторы. 

Параформальдегид 4%-й 
Приготовление фиксирующего раствора: 
1. 4 г параформальдегида растворяют в 50 мл дистил-

лированной воды. При постоянном помешивании нагревают 
на водяной бане до 60–70 °С. 

2. Добавляют несколько капель 1 Н гидроксида натрия 
до просветления раствора. 

3. Раствор фильтруют и охлаждают. 
4. Добавляют 50 мл 0,2 М фосфатного буфера 

(рН 7,2–7,4). 

Фиксирующая жидкость Буэна 
Приготовление фиксирующего раствора: 
1. Готовят насыщенный раствор пикриновой кислоты. 
2. Фильтруют полученный раствор. 
3. Добавляют формалин и ледяную уксусную кислоту 

в расчете: 3 части раствора пикриновой кислоты, 1 часть 
формалина и 0,2 части ледяной уксусной кислоты. 

Фиксатор Замбони  
(для электронномикроскопических исследований) 

Приготовление фиксирующего раствора: 
1. В 99,6 мл 0,2 М фосфатного буфера (рН 7,2–7,4) при 

постоянном помешивании и нагревании до 60–70 °С раство-
ряют 4 г параформальдегида. 
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2. Добавляют каплями гидроксид натрия до просвет-
ления раствора. 

3. После охлаждения добавляют 0,4 мл 25%-го глута-
рового альдегида (особенно важно использование глутаро-
вого альдегида при исследовании легкодиффундируемых 
антигенов). 

4. Добавляют 50 мг пикриновой кислоты. После се 
растворения раствор фильтруют и доводят, при необходи-
мости, рН до 7,2–7,4 1 Н соляной кислотой. 

5. Фиксации погружным способом, в случае экспери-
ментальных исследований, предшествует этап перфузии 
(см. главу 3). После этого иссекают интересующие образцы 
и дофиксируют в растворе фиксатора в течение 2–48 часов 
при температуре 4 °С. Далее, материал тщательно отмывают 
от фиксатора также 2–48 часов. 

Для проведения иммуногистохимических реакций ис-
пользуют парафиновые, замороженные или вибратомные 
срезы. 

При использовании парафиновых срезов, после фикса-
ции материала, следуют этапы дегидратации и заливки. Для 
этого исследуемые образцы тканей последовательно инку-
бируют в 70%-м спирте — 2 часа, 96%-м спирте — 2 часа, 
в двух сменах 100%-го спирта по 2 часа, в хлороформе —  
12–16 часов, в трех сменах парафина — по 3 часа. Четвертый 
парафин разливают в формочки, помещают в них образцы 
и охлаждают. Учитывая, что такая обработка снижает анти-
генную активность, предпочтительно использовать, по 
возможности, менее тугоплавкие сорта парафина. Большие 
требования предъявляются к качеству приготовленных 
срезов. Незначительные повреждения или царапины на 
срезах, наносимые дефектами микротомных ножей, могут 
впоследствии стать участками появления неспецифическо-
го окрашивания. Обычно готовят срезы толщиной 3–8 мкм, 
монтируют на стекла, высушивают, депарафинируют и 
регидратируют. В таком виде парафиновые срезы готовы 
к проведению иммуногистохимических реакций. 

Криостатные срезы, предназначенные для иммуноги-
стохимических реакций, готовятся так же, как и для других 
морфологических исследований. 
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Оптимальным, для иммуногистохимических реакций, 
является и использование вибратомных срезов. Основным 
преимущественно является то, что их готовят сразу же 
после фиксации материала. Это позволяет избежать воздей-
ствия органических растворителей, высоких температур 
в процессе заливки материала, которые негативно отража-
ются на антигенных свойствах тканей. Однако фиксация в 
таких случаях должна быть «жесткой» и обеспечить доста-
точную для резки плотность кусочков. Обычно даже силь-
ная фиксация не дает возможности готовить срезы 
толщиной менее 45–50 мкм. Кроме того, увеличение площа-
ди срезов сопровождается, как правило, ухудшением их 
качества, что в дальнейшем может приводить к появлению 
неспецифического окрашивания. Одним из преимуществ 
использования вибратомных срезов является и то, что их 
инкубируют свободноплавающими, что дает возможность 
лучшего проникновения реагентов к тканевым антигенам. 

После того как срезы (парафиновые, криостатные или 
вибратомные) приготовлены, можно приступать к подго-
товке их к иммуномечению. Цель такой подготовки состоит 
в минимизации неспецифического окрашивания и создании 
оптимальных условий для эффективного взаимодействия 
антител с антигенами. 

В процессе фиксации альдегидными фиксаторами 
формируются дополнительные внутримолекулярные связи, 
препятствующие взаимодействию антител с тканевыми 
антигенами. Разрушение таких связей возможно при обра-
ботке срезов в растворах протеолитических ферментов, 
таких как пепсин, трипсин, протеинкиназа. Однако при этом 
может повреждаться и сам исследуемый антиген, и молеку-
лы предшественники с образованием антигенподобных 
структур, что может привести к появлению неспецифиче-
ского окрашивания. 

Для инкубации срезов готовят раствор одного из вы-
бранных ферментов. Протеазу используют в концентрации 
0,05 % на трис-НСl-буфере (рН 7,4). Трипсин (в расчете 0,1 % 
конечной концентрации) растворяют в 0,1%-м хлориде 
кальция на 0,05 М трис-НСl-буфере в изотоническом раство-
ре хлорида натрия. Срезы инкубируют в течение 30–60 мин 
при 37 °С. 
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При исследовании антигенов с внутриклеточной лока-
лизацией рационально проводить прединкубацию срезов в 
растворах детергентов (сапонин, тритон Х-100). Такие веще-
ства, повреждая липидный бислой, увеличивают проницае-
мость клеточных мембран и облегчают, таким образом, 
доступ антител к антигенам. Тритон Х-100 используют в виде 
0,3%-го раствора на 2 М фосфатном буфере (рН 7,2–7,4), 
приготовленного на изотоническом растворе хлорида 
натрия (ПБС). 

Проблема неспецифического окрашивания возникает 
и тогда, когда в качестве маркеров антител используются 
ферменты, возможно содержащиеся и в исследуемых образ-
цах. Часто в качестве маркера антител используют перокси-
дазу, которая содержится, например, в клетках крови. 
Щелочная фосфатаза, которая также используется в каче-
стве метки, содержится в костной ткани, тканевых структу-
рах слизистой оболочки пищеварительной системы. 
Эндогенный биотип, содержание которого велико в печени, 
может создать неспецифическое окрашивание при исполь-
зовании авидин-биотинового метода. 

Для устранения данного вида неспецифического окра-
шивания необходимо подавлять активность эндогенных 
ферментов. Так, для подавления активности эндогенной 
пероксидазы можно прединкубировать срезы в 0,2–1,0%-м 
растворе перекиси водорода на ПБС при комнатной темпера-
туре. Продолжительность исследования подбирается эмпи-
рически. Активность щелочной фосфатазы ингибируется 
левамизолом. Эндогенный биотин можно инактивировать 
свободным авидином с последующим насыщением его 
связей немеченым биотином. 

Важнейшим условием правильного проведения имму-
ногистохимических реакций является подбор разведения 
первых (специфических) антител. Разведение подбирается 
эмпирически, по результатам инкубации срезов с удваива-
ющимся разведением сыворотки. При использовании кон-
центрированных сывороток с разведением 1:50–1:400, 
инкубация может быть непродолжительной (40 минут) 
и проводиться при комнатной температуре. При использо-
вании сывороток с большим разведением (1:20 000), про-
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должительность инкубации может быть увеличена до 
2 суток и проводиться при температуре 4 °С. При оптималь-
ном разведении наблюдается максимальное специфическое 
и минимальное специфическое (фоновое) окрашивание. 
После инкубации срезы тщательно промываются большим 
количеством ПБС. 

Использование непрямого метода требует подбора не 
только первой, но и второй антисыворотки. T. Jones и 
J. Gregory (1988) предложили для этого оригинальную схе-
му. По горизонтали в таблицу заносят последовательно 
разведения первых антител, по вертикали — вторых. Соче-
тание разведений, при котором выявляется оптимальный 
результат, и используется в дальнейшем. 

При использовании непрямого метода подготовка сре-
зов к иммуномечению проводится так же, как и при прямом 
методе. Отличие методики иммуномечения состоит в том, 
что после инкубации с первыми, немечеными антителами 
и последующего отмывания в трех сменах ПБС, срезы инку-
бируют со вторыми, мечеными антителами, в оптимальном 
разведении, в течение 30–60 минут при комнатной темпе-
ратуре, с последующим отмыванием срезов в трех сменах 
ПБС по 30 минут в каждой. 

Следующий этап иммуномечения — выявление мар-
кера. Поскольку пероксидаза оказалась универсальным 
маркером антител, были разработаны различные методики 
ее выявления. Основная группа таких методик основана на 
взаимодействии пероксидазы с субстратом ферментатив-
ной реакции — перекисью водорода с хромогеном. В про-
цессе реакции образуется комплекс пероксидазы с перекисью 
водорода, взаимодействующий с донором электронов, 
в результате чего образуется нерастворимый окрашенный 
продукт реакции и вода. В качестве донора электронов чаще 
всего используют 3,3'-диаминобензидин-тетрагидрохлорид 
(ДАБ), образующий в месте реакции темно-коричневый 
нерастворимый осадок. Кроме того, для выявления перокси-
дазы можно использовать З-амино-9-этикарбазол, дающий 
красное окрашивание; п-парафенилендиаминдигидрохло-
рид — зеленое; 4-хлоро-1-нафтол — синее. 
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Выявление пероксидазы с помощью ДАБ 
Приготовление рабочего раствора: 
10–60 мг ДАБ растворяют в 100 мл 0,05 М трис-НС1-

буфера или ПВС. 
Раствор фильтруют, при необходимости хранят дли-

тельное время в темноте при –20 °С. 
Перед применением к 10 мл ДАБ — раствора добавля-

ют 100 мкл 3%-й перекиси водорода (такой раствор сохра-
няет активность не более 45 мин). 

Методика окрашивания: 
Срезы инкубируют в рабочем растворе 10–20 минут 

под контролем микроскопа при минимальном освещении, 
так как реактивы фотонестабильны. 

Результат: участки, содержащие пероксидазу, окра-
шиваются в темно-коричневый цвет. 

Выявление пероксидазы  
З-амино-9-этилкарбазолом 

Матричный раствор: 0,4 % З-амино-9-этилкарбазол в 
диметилформамиде. Рабочий раствор: к 0,5 мл матричного 
раствора добавляют 9,5 мл ацетатного буфера (рН 5,0) и 
0,15 мл 3%-й перекиси водорода. 

После проведения реакций иммуномечения и выявле-
ния маркера срезы подкрашивают и заключают. Выбор 
метода окраски зависит не только от задач исследования, но 
и от того, насколько растворим продукт иммуногистохими-
ческой реакции или метка. Этапы дегидратации, просветле-
ния и заключения в прозрачные среды (канадский бальзам, 
полистирол) проводятся, если продукты иммуногистохими-
ческой реакции и первичные метки не растворимы в воде 
и спиртах. Если продукты реакции м метка растворимы в 
воде и спиртах, то срезы можно заключать только в водо-
растворимые среды (смеси, содержащие глицерин). В этом 
случае анализ полученных результатов и фотодокументи-
рование следует проводить в сжатые сроки, так как такие 
препараты быстро выцветают и становятся непригодными 
для просмотра. 
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Контроль  
специфичности иммуноокрашивания 

Как упоминалось выше, при проведении иммуноги-
стохимических реакций приходится сталкиваться с пробле-
мой неспецифического окрашивания. Некоторые приемы 
устранения фонового окрашивания излагались при описа-
нии методик подготовки срезов к иммуномечению. 
Насколько специфично окрашивание, полученное в резуль-
тате иммуногистохимической реакции, позволяет оценить 
система контроля специфичности иммуноокрашивания.  
В нее включаются, по меньшей мере, позитивный и нега-
тивный контроль, контроль с преабсорбцией. 

Позитивный контроль состоит в том, что по стандарт-
но подобранной схеме иммуногистохимического окрашива-
ния проводят срезы тканей, которые заведомо содержат 
исследуемый антиген. Срезы при этом должны заметно 
окрашиваться. Негативный контроль состоит в том, что при 
иммуногистохимической проводке ткани, в которой заве-
домо нет исследуемого антигена, не должно выявляться 
окрашивания. Этот же контроль можно провести и в другом 
варианте. Если окрашивать ткань, в которой исследуемый 
антиген заведомо есть, но при этом исключать один из 
важных этапов (например, инкубацию с первыми или вто-
рыми антителами), то продукты иммунных реакций выяв-
ляться не должны, то есть срезы должны остаться 
неокрашенными. Контроль с предабсорбцией основан на 
том, меченые антитела должны терять свою реактивность, 
а срезы оставаться неокрашенными после инкубации мече-
ных антител в растворе, содержащем избыток антигена, 
к которому они вырабатывались. Арсенал способов иммуно-
гистохимического окрашивания в настоящее время стреми-
тельно увеличивается. Иммуногистохимия становится 
наиболее быстро развивающейся линией методологии в 
морфологии. Изначально дорогостоящие и недоступные 
практическому здравоохранению иммуногистохимические 
методы исследования внедряются в клиническую практику 
уже не только на светооптическом уровне. Предложено 
множество методов иммунохимического выявления ткане-
вых антигенов на электронномикроскопическом уровне. 
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Они различаются по характеру фиксации, использованию 
заливочных сред, разнообразию используемых меток. 

Контрольные вопросы 
1. На чем основан принцип иммуноцитохимического 

анализа?  
2. Какие химические соединения могут выступать в 

роли антигенов?  
3. Что представляют из себя моноклональные меченые 

антитела. 
4. Какие исследования проводятся для выявления 

мест связывания антигена с антителом?  
5. Как проводится контроль специфичности иммуно-

окрашивания? 
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Глава 17. 
ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ 

ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ 
Термин «электронная микроскопия» включает в себя 

весь комплекс методов подготовки материала и инструмен-
тальной техники, позволяющей исследовать микроскопиче-
ски препараты с помощью электронного микроскопа. 

17.1. Основные группы и принципы 
действия электронных микроскопов 

Электронные микроскопы — это в настоящее время 
большая разнообразная группа микроскопов, объединенных 
тем, что для формирования изображения исследуемого 
объекта используются электроны. Основными типами элек-
тронных микроскопов являются: трансмиссионный элек-
тронный микроскоп с высоким напряжением, сканирующий 
электронный микроскоп, сканирующий трансмиссионный 
микроскоп и их модификации.  

Трансмиссионный электронный микроскоп — это 
прибор для наблюдения и фотографирования, в котором, 
в отличие от светового микроскопа, вместо пучка света 
используется пучок электронов, а вместо стеклянных 
линз — электромагнитные. Принцип его работы состоит в 
следующем: в высоком вакууме, создаваемом насосами (Н), 
раскаленный вольфрамовый катод (К) испускает электро-
ны, которые затем получают ускорение в электромагнит-
ном поле между катодом и анодом (А) и фокусируются на 
объекте (О) конденсорной линзой (КЛ). Электроны прохо-
дят через объект и рассеиваются. Линза объектива (ЛО) 
создает увеличенный образ объекта. Фрагмент этого изоб-
ражения проектируется проекционной линзой (ПЛ) на 
флюоресцирующий экран (Э) или фотопластину (ФП). По-
скольку энергия электронов очень низка, электронная 
микроскопия требует очень тонких объектов или срезов. 

Трансмиссионный электронный микроскоп высокого 
напряжения отличается от вышеописанного тем, что рабо-
тает на высоком напряжении — 1000 кВ и более. 
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Это дает возможность получать более высокую разре-
шающую и проникающую способность. Такой микроскоп 
позволяет рассматривать срезы ткани толщиной 0,2–0,3 мкм, 
а также определенные типы живых клеток в специальных 
камерах. 

Сканирующий электронный микроскоп, в отличие от 
трансмиссионного, позволяет получать трехмерное изоб-
ражение поверхностей. Подготовка материала к исследо-
ванию в сканирующем электронном микроскопе требует 
предварительного высушивания в критической точке и 
напыления образцов слоем тяжелого металла (золото, 
хром, палладий) для усиления контраста и придания 
структурам трехмерности. 

Сканирующий трансмиссионный электронный микро-
скоп объединяет характеристики сканирующего и трансмис-
сионного микроскопов и позволяет получать большее 
количество информации при меньшей электронной нагрузке. 

Несмотря на огромные возможности, предоставляе-
мые электронной микроскопией, в силу своей дороговизны 
она еще недостаточно широко используется в практической 
патоморфологии. Даже те практические лаборатории, кото-
рые имеют электронный микроскоп, предпочитают пока 
ограничиваться трансмиссионной микроскопией. Учитывая 
это, при описании этапов подготовки материала для изуче-
ния в электронной микроскопии мы не будем останавли-
ваться на специфических для микроскопии методиках 
(напыление, высушивание в критической точке)  

17.2. Подготовка материала 
для электронномикроскопических 

исследований 
Принцип действия электронного микроскопа тот же, 

что и у оптического. При светооптическом исследовании 
используют поток световых лучей, и формирование изоб-
ражения зависит от степени поглощения света в различных 
участках объекта. В электронном микроскопе используется 
способность потока электронов рассеиваться при встрече с 
изучаемым объектом и формировать при этом изображение. 
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Основным преимуществом электронной микроскопии 
является высокая разрешающая способность, которая тре-
бует большей сохранности изучаемых структур. 

Начинающиеся сразу после смерти или извлечения из 
организма изменения в тканевых структурах не сразу ста-
новятся значимыми при светооптических исследованиях. 
Посмертные изменения, не выявляемые на светооптиче-
ском уровне, часто делают невозможным использование 
материала в электронномикроскопических исследованиях. 
Учитывая это, необходимо максимально сокращать проме-
жуток времени между фиксацией и забором материала, 
забором материала и фиксацией. 

В экспериментальных условиях фиксацию можно 
начинать методом перфузии до забора материала. Дофикса-
цию после этого проводят погружным методом. 

Забор материала проводят быстро. После иссечения 
интересующего кусочка его переносят на пластмассовую 
пластинку в каплю фиксатора. Острым и тонким режущим 
инструментом (опасной бритвы, закрепленной в зажиме) 
пилящими движениями без сильного нажима нарезают 
кусочек на кубики размером 0,5–1 мм. Подготовленные 
кусочки собирают во флаконы небольшого объема, запол-
ненные свежей порцией фиксатора. 

В качестве фиксаторов в электронной микроско-
пии (ЭМ) используют жидкости, изотоничные по отношению 
к нормальным клеткам (0,2–0,3 М, рН 7,3–7,6). Наибольшее 
распространение получили фиксаторы, в состав которых 
входят параформальдегид, тетраоксид осмия или глутаро-
вый альдегид. Также используются фиксаторы на основе 
перманганата калия. Для выявления фиксирующих жидко-
стей используют буферные растворы на бидистиллирован-
ной воде. Они позволяют фиксатору стабильно сохранять 
заданную кислотность. Осмотическое давление обычно 
повышают раствором сахарозы или растворами солей Nа, К, 
Са. Прописей приготовления фиксаторов очень много. Вы-
бор определенной методики связан с особенностями иссле-
дуемых тканей, целями и задачами исследования. 
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Осмиевый фиксатор  
на веронал-ацетатном буфере 

Для его приготовления первоначально готовят рас-
творы А, Б и раствор тетраокиси осмия.  

Раствор А:  
ацетат натрия — 9,7 г; 
5,5-диэтилбарбитурат натрия — 14,7 г;  
бидистиллированная вода — до 500 мл.  
Раствор Б: 
хлорид натрия — 40,3 г;  
хлорид калия — 2,1 г; 
хлорид кальция безводный — 0,9 г; 
бидистиллированная вода — до 500 мл. 

Раствор тетраоксида осмия 
В зависимости от количества кристаллического тетра-

оксида осмия в ампуле отмеряют бидистиллированную воду 
в расчете на получение 2%-го раствора. Воду наливают в 
темную склянку, туда же помещают химически отмытую 
запаянную ампулу, предварительно сделав на ней надрез. 
Ампулу под слоем воды разбивают и размешивают содер-
жимое склянки стеклянной палочкой. Раствор готов к упо-
треблению через 24 часа, его можно хранить длительное 
время в холодильнике. Раствор ядовит и летуч! 

Состав фиксирующей жидкости (рН 7,2): 
раствор А — 50 мл; 
раствор Б — 1,7 мл; 
0,1 М раствор соляной кислоты — 5,5 мл; 
бидистиллированная вода — 3 мл; 
2%-й раствор тетраоксида осмия — 125 мл. 

Фиксирующие жидкости,  
содержащие параформальдегид  

(по Б. Уикли, 1975) 
Для приготовления таких фиксаторов может исполь-

зоваться только химически чистый порошкообразный па-
раформальдегид. Не пригоден для этих целей поступающий 
в продажу 37–40%-й раствор формальдегида. 
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Параформальдегид в буфере Миллонига 
Рабочие растворы:  
А. 2,26 % NаН2О4-Н2О. 
Б. 2,52 % NаОН. 
Фиксирующий раствор: 41,5 мл раствора А, 8,5 мл рас-

твора Б.  
Далее нагреть до 60–80 °С. Добавить 2,0 г порошкооб-

разного параформальдегида. Встряхивать до полного рас-
творения. Довести рН до 7,2–7,4. Профильтровать. Охладить. 

Параформальдегид — глутаральдегидный  
фиксатор 

1. 2 г порошкообразного параформальдегида раство-
ряют в бидистиллированной воды при 60–70 °С при поме-
шивании. 

2. Добавляют 1–3 капли 1 М раствора едкого натра. 
3. Охлаждают раствор. 
4. Добавляют 5 мл 50%-го глутаральдегида. 
5. Объем доводят до 50 мл, добавляя фосфатный бу-

фер, рН 7,4–7,6. Итоговая рН 7,2. 
Следующим этапом подготовки материала к элек-

тронномикроскопическому исследованию является обезво-
живание. 

Если заливочная среда смешивается со спиртом, то по-
сле обезвоживания кусочки исследуемого материала можно 
переносить в неполимеризованную заливочную смолу для 
пропитывания. Оптимальными для заливки и последующе-
го изготовления срезов являются эпоксидные смолы (эпон, 
аралдит), полиэфирная смола вестопал. Реже используются 
водорастворимые среды аквон, гикольметакрилат, метил-
метакрилат. 

Заливка в аралдит (по Б. Уикли, 1975) 
После обезвоживания в спирте ткань проводят через 

эпоксипропан и помещают в смесь для заливки на срок от 2 
до 20–24 часов при комнатной температуре. Возможно, для 
большей уверенности в том, что ткань полностью пропита-
лась, лучше оставить ее в заливочной смеси на ночь. После 
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пропитки ткань помещают в свежую заливочную среду, 
которая полимеризуется в течение приблизительно 
24 часов при 60 °С. Если заливку проводят в желатиновых 
капсулах, то их необходимо перед употреблением просу-
шить в течение примерно 1 часа при температуре 60 °С. 
Полиэтиленовые капсулы, формочки или ванночки для 
заливки не нуждаются в предварительной просушке. 

Метод 1 
Запасной раствор: смесь равных объемов аралдита 

СY212 и уплотнителя НY964. Чтобы заливка была хорошей, 
эту смесь нужно тщательно перемешать, однако в ней не 
должно быть пузырьков воздуха, поскольку она может 
затвердеть. Для перемешивания лучше всего пользоваться 
магнитной мешалкой. Перемешивание облегчается, если 
составные части смесей нагреть до 60 °С. Данный запасной 
раствор устойчив, и его можно хранить при комнатной 
температуре в течение многих недель (в том случае, когда 
предстоит резать очень твердую ткань, 1/10 часть НY964 
можно заменить на МNА). 

Заливочная среда: 20 мл запасного раствора 0,4 мл 
DY064 (катализатор или ускоритель) 0,6 мл дибутилфталата 
(пластификатор). 

Данная заливочная среда позволяет получить блок 
средней твердости. Консистенция блока регулируется до-
бавлением большего или меньшего количества пластифи-
катора. 

Сосуд с заливочной средой прикрепляют к вращаю-
щемуся диску или помещают во вращающийся барабан; 
перемешивание среды осуществляют при умеренной ско-
рости вращения в течение 2 часов перед заливкой. Если 
после заливки ткани еще остается какое-то количество 
заливочной среды, то ее можно хранить несколько недель 
в закрытом пробкой сосуде, который помещается в моро-
зильную камеру холодильника или в условия глубокого 
замораживания. Хранить заливочную среду при низкой 
температуре можно до тех пор, пока есть уверенность, что 
в сосуд со средой не проникла влага. Непосредственно перед 
употреблением среду согревают в термостате при 60 °С  



206 

для уменьшения вязкости и для того, чтобы удалить следы 
влаги перед открыванием сосуда. 

Метод 2 
Все процедуры такие же, как и в методе 1. Различаются 

лишь компоненты запасного раствора и заливочной среды.  
Запасной раствор: 10 частей аралдита 502 и 7 частей 

НY964 (DDSА). 
Заливочная среда: смешать запасной раствор с 1,5–2%-м 

раствором DY064 (DMP-30). 
Если DY064 свежий, достаточно 1,5%-й раствор, если 

он старый, возможно, следует добавить 2%-й раствора.  
Эта пропись позволяет получить блок средней твердо-

сти. Если желательно получить более твердый или более 
мягкий блок, надо изменить количество уплотнителя 
(НY964) в запасном растворе. 

Заливка в эпон (по Б. Уикли, 1975) 
Довольно большая гигроскопичность эпона затрудня-

ет результат изготовленных из него блоков, в особенности 
при сырой погоде. Чтобы избежать попадания влаги из 
воздуха в запасные растворы эпона, их нужно хранить в 
плотно закупоренных флаконах. По той же причине нужно 
закрывать сосуды при пропитывании и заливке ткани. 

Наиболее часто применяется метод заливки в моди-
фикации, предложенной Люфтом. Для заливки необходимы 
два запасных раствора, которые могут храниться примерно 
4 месяца при температуре 4 °С. 

Запасной раствор 1: эпон 812 — 62 мл; НY964 — 100 мл. 
Запасной раствор 2: эпон 812 — 100 мл, MNА — 89 мл. 
Первый раствор дает очень мягкие блоки, второй — 

очень твердые; таким образом, для получения желаемой 
степени твердости блока эти растворы смешивают. Блок 
средней твердости получается при смешивании 7 частей 
раствора 1 и 3 частей раствора 2. 

После обезвоживания ткань помещают на 1 час смесь 
равных объемов этилового спирта и заливочной среды, 
содержащей 1,5–2 % DY064 (DMP-30) в качестве катализа-
тора. Затем ткань переносят в предварительно просушен-
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ные желатиновые капсулы (или иные сосуды для заливки), 
заполненные свежей заливочной средой, содержащей ката-
лизатор. Полимеризация проводится при 60 °С в течение 
20–24 часов. 

Оставшуюся заливочную среду можно хранить в моро-
зильной камере холодильника или при глубоком заморажи-
вании, как это было указано для аралдита. 

Каждая заливочная среда диктует особенности про-
водки. Вместе с тем основные этапы обработки материала 
остаются неизменными. Одну из таких обобщенных схем 
обработки мы и приводим ниже: 

1. Быстро забирают материал. 
2. Фиксируют или дофиксируют материал погружным 

методом в 2%-м растворе глутарового альдегида на фос-
фатном буфере. 

3. Промывают кусочки в фосфатном буфере — дву-
кратно по 20 минут. 

4. Дофиксируют в 1%-м растворе тетраоксида ос-
мия — 2 часа (в вытяжном шкафу!). 

5. Промывают в фосфатном буфере — двукратно по 
20 минут. 

6. Обезвоживают последовательно: в 50%-м спирте — 
15 минут, в двух сменах 70%-го спирта — по 20 минут, 
в двух сменах 96%-го спирта — по 20 минут, в двух сменах 
100%-го спирта — по 30 минут. 

7. Выдерживают в двух сменах окиси пропилена по 
10 минут. 

8. Пропитывают последовательно в смеси смол с до-
бавлением окиси пропилена. Смесь смол готовят соедине-
нием 10 мл аралдита М, 12 мл эпона 812, 30 мл уплотнителя 
и 10 капель катализатора. 

Схема пропитки: 
Смесь смол — окись пропилена 1:2 — 60 минут. Смесь 

смол — окись пропилена 1:1 — 60 минут. Смесь смол — 
окись пропилена 2:1 — 30 минут. 

9. Для заливки готовят свежую порцию смеси смол. 
Устанавливают половинки желатиновых капсул в пластико-
вых подставках. Капсулы заполняют смесью смол при по-
мощи шприца без иглы. Препаровальной иглой в капсулы 
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переносят кусочки пропитанного материала, при необходи-
мости ориентируют их. Подставки с заполненными капсу-
лами размещают в термостате на 1 час при 50 °С. Затем 
капсулы накрывают крышками и оставляют на 24 часа при 
60 °С. Подставки-штативы легко изготавливаются прожига-
нием упорядоченных рядов лунок нагретой стеклянной 
палочкой в прямоугольных кусочках пенопласта. Резку 
полученных блоков желательно начинать через сутки после 
окончания полимеризации. 

17.3. Приготовление и окрашивание 
полутонких срезов 

Полутонкими называют срезы, которые по толщине 
занимают промежуточное положение между толстыми 
срезами (5–10 мкм), изготавливаемыми с блоков, залитых 
в парафин или целоидин с помощью микротома, и тонкими 
срезами (50–100 нм), которые готовятся с использованием 
ультрамикротома с блоков, залитых в эпоксидные смолы. 
Толщина полутонких срезов колеблется между 0,5 и 2 мкм. 

Изучение полутонких срезов является предваритель-
ным этапом электронной микроскопии, оно позволяет ра-
ционально и точно выбрать участок для ультратомии. 
Кроме того, изучение ультратонких срезов может лечь в 
основу самостоятельного светооптического исследования. 
При заливке в смолу клеточные компоненты сохраняются 
лучше, чем при заливке в парафин или целлоидин. Меньшая, 
по сравнению с парафиновыми срезами, толщина позволяет 
получать более четкое изображение отдельных структур. 
Полутонкие срезы можно окрашивать с применением ги-
стохимических, в том числе иммуноцитохимических мето-
дик, исследовать в проходящем и отраженном свете. 

Для изготовления полутонких срезов необходимо 
предварительно произвести заточку блока, так же, как и для 
ультратомии (см. следующую подглаву), но с большим раз-
мером пирамидки. Пирамидка, как правило, включает весь 
залитый кусочек. Удобно, если со всех сторон кусочка будет 
оставаться еще небольшое количество свободной заливоч-
ной среды. Форма среза в виде четырехугольника с двумя 
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прямыми углами, одним острым и одним тупым углом поз-
воляет легко ориентироваться и достаточно точно находить 
выбранный в срезе участок для прицельной ультратомии. 

Полутонкие срезы готовят на ультрамикротоме в ре-
жиме низкой скорости или вручную, сухим стеклянным 
ножом, или в ванночку с водой. Для лучшего расправления 
срезы можно монтировать на предметные стекла в капле 
100%-го спирта. С этой же целью на режущий край ножа 
можно помещать каплю глицерина. Если срезы режутся 
ножом с ванночкой, то их легко монтировать на предметные 
стекла в каплю воды. Из ванночки срезы переносятся про-
волочной петлей или препаровальной иглой. Предметные 
стекла с размещенными на них срезами помещают в термо-
стат или на нагреваемый столик. После высыхания срезы 
можно окрашивать и микроскопировать. Поскольку полу-
тонкие срезы окрашивают обычно без удаления заливочной 
среды, заключение срезов в светопреломляющие среды и 
использование покровных стекол необязательно. 

Простым и очень информативным методом окраски 
полутонких срезов является окрашивание в 1%-м растворе 
толуидинового или метиленового синего. Срезы можно 
сначала перекрасить, а потом дифференцировать 70%-м 
спиртом до исчезновения фонового окрашивания. Усилить 
окрашивание можно подогреванием красящего раствора 
или предварительной обработкой срезов 3–5%-м раствором 
перекиси водорода. 

Для окрашивания полутонких срезов без извлечения 
смолы можно использовать и многоцветные методы. 

Окрашивание полутонких срезов  
(по Науаl, 1986) 

Приготовление красящих растворов. 
Раствор А:  
метиленовый синий — 0,13 г; 
азур II — 0,02 г; 
глицерин — 10 мл; 
метанол — 10 мл; 
фосфатный буфер (рН 7,0) — 30 мл; 
дистиллированная вода — 50 мл. 
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Раствор Б: 
основной фуксин — 0,1 г; 
50%-й спирт — 10 мл; 
дистиллированная вода — 90 мл. 
Методика окраски: 
1. Окрашивают в растворе А с нагревом до 65 °С —  

20–30 минут. 
2. Промывают водой. 
3. Окрашивают в растворе Б — 1–3 минуты. 
4. Промывают водой, высушивают. 
Удаление смолы делает возможным применение многих 

методов окрашивания, в том числе иммуноцитохимических. 

17.4. Приготовление и контрастирование 
ультратонких срезов 

Ультратонкие срезы — это срезы, пригодные для ис-
следования в трансмиссионном электронном микроскопе. 
Их обычная толщина — 50–100 нм.  

Обязательным условием получения качественных 
ультратонких срезов является хороший нож. Ультратонкие 
срезы готовят стеклянным или алмазным ножом. Для изго-
товления ножей можно использовать приборы — найфмей-
керы, но можно изготовить ножи и с помощью стеклореза 
и щипцов. В качестве материала для изготовления ножей 
удобно использовать полоски стекла шириной 2,5 см и 
толщиной около 6 мм. 

Предназначенные для изготовления ножей полоски 
стекла моют, высушивают, но не вытирают. Сначала из 
полосок нарезают квадратные кусочки со стороной 2,5 см. 
Для изготовления ножа по диагонали такого квадратика, 
отступя от угла 2–3 мм, проводят царапину стеклорезом. 
Плавным нажатием щипцов квадратик разламывают на два 
треугольника. 

В стеклянном ноже принято различать переднюю по-
верхность (во время резания она обращена к блоку) и зад-
нюю поверхность, образованную при разломе по диагонали 
(во время резания она обращена к исследователю и образует 
дно ванночки). По задней поверхности ножа проходит в 
виде небольшого возвышения линия слома. 
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Необходимо соблюдать меры предосторожности, что-
бы случайно не испортить нож, в частности не прикасаться 
к режущему краю, хранить нож в закрытой емкости не более 
нескольких часов. 

Ультратомию всегда проводят с таким расчетом, что-
бы в ультратонком срезе была представлена не случайная 
зона залитого кусочка, а зона, имеющая наибольший инте-
рес для исследования. Ее подбирают по результатам про-
смотра полутонкого среза. Ориентировка основывается на 
идентичности внешнего контура среза и лицевой поверх-
ности блока. Желательно блок для полученного среза зата-
чивать так, чтобы последний имел форму трапеции. 
Дополнительными ориентирами при выборе участка для 
ультратомии могут быть оставляемые ножом царапины, 
заметные и на срезе, и на блоке. 

После просмотра полутонкого среза под микроскопом и 
выбора участка для тщательной ультратомии проводят 
перезаточку блока для получения ультратонких срезов. 

Ультратонкие срезы невозможно сделать сухим ножом. 
Для того, чтобы срез по мере его образования отрывался от 
края ножа и расправлялся, используют силу поверхностного 
натяжения жидкости (дистиллированная вода, 10–20%-й 
водный раствор спирта или ацетона). С этой целью на задней 
стороне ножа монтируют ванночку из металла, пластмассы 
или изоляционной ленты. Герметизацию ванночек проводят 
расплавленным воском. 

Последовательность операций ультратомии  
(по Б. В. Втюрипу, 1996) 

1. Рукоятки грубой и тонкой подводки устанавливают 
в исходное положение. 

2. Штангу образца закрепляют в средней точке рабо-
чего хода. 

3. Закрепляют блокодержатель с блоком. 
4. Устанавливают нож. 
5. Устанавливают угол наклона передней поверхности 

ножа и лицевой поверхности блока (2–5°). 
6. Устанавливают середину высоты лицевой поверх-

ности блока на уровне режущего края ножа. 
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7. Получают изображение блока в стереомикроскопе. 
8. Подводят нож так, чтобы видеть режущий край 

вместе с блоками. 
9. Направляют свет так, чтобы при подведении ножа 

по лицевой поверхности блока появилось отражение ножа. 
10. Поворачивая блокодержатель и нож, добиваются 

того, чтобы отражение было параллельно режущему краю, а 
также верхней и нижней границам среза. 

11. Боковым смещением ножа устанавливают вы-
бранный участок режущего края. 

12. Подводят нож так близко, чтобы между его краем и 
отражением на блоке осталась узкая щель. 

13. Доводят уровень воды в ванночке до нормы. 
14. Включают движения штанги. 
15. Получают срез. Первый срез слишком толстый, по-

этому его следует отстранить ресничкой от края ножа. 
К этому, бракованному, срезу можно прикасаться ресничкой 
и даже вынимать ею срез из ванночки. С теми же срезами, 
которые предназначены для просмотра, манипулируют 
следующим образом: действуя ресничкой как веслом, созда-
ют в ванночке движение воды с таким расчетом, чтобы оно 
обеспечивало перемещение срезов в нужном направлении. 

16. Устанавливают желаемую скорость резания, мож-
но начать с 2–3 мм/с. Включают автоматическое движение 
штанги и автоматическую подачу. 

17. После появления первых ультратонких срезов регу-
лируют их толщину, которую определяют (конечно, прибли-
зительно) по цвету интерференции срезов в ванночке. При 
использовании сред с показателем преломления около 1,5 
(эпоксидные смолы, метакрилат) срезы толщиной менее 
60 нм имеют серый цвет, 60–90 нм — серебристый, 90–
150 нм — золотистый, 150–190 нм — красный, 190–240 нм — 
голубой. 

18. Проверяют качество срезов (ровность ленточки, 
равномерность толщины, отсутствие царапин от ножа). 
Если для его улучшения нужно изменить скорость резания, 
то это можно сделать только ко время возвратного (не 
рабочего) хода штанги. 
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19. После получения достаточного количества срезов 
выключают движения штанги и автоматическую подачу, 
отстраняют ленточку срезов от режущего края и стенок 
ванночки. 

20. Расправляют срезы хлороформом. Для этого по-
лоску фильтровальной бумаги, смоченную хлороформом, 
держат несколько секунд над срезами. 

21. Опускают на срезы сетку или бленду. 
22. Высушивают срезы, прикасаясь краем сетки к 

фильтровальной бумаге, и помещают в кассету или чашку 
Петри «лицом» вверх. 

Для смены режущего участка ножа его отводят немно-
го назад, отключают подачу, блок закрепляют в среднем 
положении. Боковым смещением устанавливают напротив 
блока выбранный участок режущего края. Понижают уро-
вень воды в ванночке, для того чтобы получить отражение 
ножа на лицевой поверхности блока. Дальнейшие операции 
осуществляют в описанной выше последовательности. 

Окрашивание (контрастирование)  
ультратонких срезов 

Наиболее распространено контрастирование путем 
введения контрастных веществ в срезы. Основные трудно-
сти, возникающие при контрастировании — низкая специ-
фичность и образование осадков. Специфичность можно 
повысить путем подбора оптимальных концентраций ве-
ществ, рН, продолжительности обработки. Осадки на срезах 
можно удалять обработкой 10%-й уксусной кислотой в 
течение 5 минут. 

Срезы можно контрастировать на сетках или блендах 
в чашках Петри. В чашки сначала наливают слой парафина 
и после остывания капают растворы на него. При этом кап-
ли не растекаются. 

Уранилацетат в фиксированных образцах избиратель-
но контрастирует структуры, содержащие нуклеиновые 
кислоты. Для окрашивания уранилацетатом капли раствора 
помещают в чашку Петри и на эти капли срезами вниз опус-
кают сетки. В качестве базового режима контрастирования 
рекомендуется применение насыщенного водного раствора 
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уранилацетата в течение 5–20 минут при комнатной тем-
пературе. После контрастирования сетки со срезами про-
мывают. Если после уранилацетата предполагается 
контрастирование свинцом, то срезы нужно промывать в 
воде без углекислого газа (после кипячения). Растворы 
уранилацетата разрушаются на свету!  

Уранилацетат может быть использован в качестве 
единственного контрастного вещества или в сочетании со 
свинцом. Свинец контрастирует многие клеточные компо-
ненты. 

Контрастирование проводят также как уранилацтета-
том, то есть на каплях раствора. 

Рабочий раствор свинца (по Е. Reynolds, 1963) 
Смешивают 1,33 г нитрата свинца, 1,76 г цитрата свин-

ца, 30 мл свежекипяченой дистиллированной воды. Встряхи-
вают 30 минут. После получения однородной суспензии 
добавляют 8 мл 1 Н (4 %) гидроксида натрия. Раствор дово-
дят дистиллированной водой до 50 мл (рН 12,0). Для кон-
трастирования используют матричный или разбавленный 
в 2–100 раз 0,04%-м гидроксидом натрия раствор. Продол-
жительность контрастирования — 5–30 минут.  

Контрольные вопросы 
1. Опишите принцип работы трансмиссионного элек-

тронного микроскопа.  
2. Дайте сравнительную характеристику трансмисси-

онного и сканирующего электронного микроскопа.  
3. Какие химические вещества используются в элек-

тронной микроскопии для усиления контраста и придания 
структурам трехмерности? 

4. Что является основным преимуществом электрон-
ной микроскопии?  

5. Опишите последовательность действий при подго-
товке материалов к электронномикроскопическому иссле-
дованию.  
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Глава 18. 
РАДИОАВТОГРАФИЧЕСКИЕ  
МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Радиоавтография — это цитохимическая методика 
определения локализации биологически активных веществ, 
участвующих в метаболизме клетки, посредством радиоак-
тивных изотопов. 

Изучаемые при радиоавтографическом исследовании 
препараты называются радиоавтографами. Для их приго-
товления в исследуемый материал предварительно вводят 
радиоактивное вещество. Затем из этого материала готовят 
любой морфологический препарат — срез, слой культуры 
клеток, мазок, отпечаток. Для определения степени радио-
активности определенных структур (в зависимости от срод-
ства вводимого радиоактивного вещества к химическим 
соединениям тканей) используют фотографический способ 
регистрации. На препарат наносят фотослой — фотопленку 
или фотоэмульсию. Радиоактивное вещество преобразует 
гомогенные соединения серебра фотослоя в кристаллы с 
образованием центров скрытого изображения. После про-
явки центр изображения обнаруживается визуально как 
потемнение. Метод радиоавтографии позволяет проводить 
как качественные, так и количественные исследования. 
Распределение радиоактивных веществ можно оценивать 
как светооптическими, так и электронномикроскопически-
ми методами исследования. 

Путь введения радиоактивных веществ подбирается 
в зависимости от объекта изучения и изучаемого процесса. 
В экспериментах метку чаще всего вводят в сосудистое 
русло. Если животное крупное или метка слишком дорога, 
то более выгодным будет местное введение препарата. 
Например, при изучении структур ЦНС экономичней вво-
дить меченый радионуклид в желудочковую систему мозга, 
при изучении почек — в аорту. При исследовании извлечен-
ного из организма материала, исследуемый образец некото-
рое время инкубируют в питательной среде, содержащей 
метку, при температуре тела. Такой прием позволяет 
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предотвратить на короткое время развитие некротических 
изменений в извлеченных тканях и включиться в это время 
радионуклеиду в тканевые структуры. 

Доза вводимого радиоактивного вещества подбирает-
ся в зависимости от особенностей изучаемого объекта, 
целей и задач эксперимента. 

Длительность присутствия в исследуемой ткани ра-
диоактивной метки также определяется целями и задачами 
исследования. Например, если выявляются места синтеза 
или связывания какого-то вещества, то воздействие должно 
быть непродолжительным, так как синтезируемые веще-
ства могут перемещаться из участков синтеза или первона-
чального накопления. Если же задачи исследования 
предполагают изучение путей миграции интересующих 
веществ, то необходимо исследовать препараты с возраста-
ющими сроками присутствия радионуклида. Это позволяет 
отражать отдельные этапы процесса. 

Подготовка тканей к исследованию, изготовление 
препаратов проводят по традиционным морфологическим 
методикам. Однако следует учитывать и некоторые осо-
бенности. В процессе фиксации, обезвоживания, заливки, 
изготовления препаратов необходимо следить за сохран-
ностью исследуемого макромолекулярного вещества или 
вещества, связывающего введенный радионуклид. Для 
предотвращения фонового окрашивания необходимо осво-
бождать ткань от несвязанной метки. Применяемые при 
обработке реактивы не должны оказывать воздействие на 
фотослой. 

Фотослой над препаратами формируют нанесением 
ядерных фотоэмульсий М или Р, отличающимися размерами 
зерен серебра. Эмульсии наносят на препарат жидкими в 
темном помещении, используя красные или желто-зеленые 
фильтры. 

Емкость, конфигурация и размеры которой позволяют 
удобно располагать в ней предметные стекла, помещают на 
водяную баню при 42 °С. При постоянном нагреве и медлен-
ном помешивании расплавляют фотоэмульсию в дистилли-
рованной воде или 0,02%-м растворе бромида калия. 
Соотношение эмульсии и растворителя, в зависимости от 
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желаемой толщины фотослоя, может быть 1:3–1:10. Для 
предотвращения фонового окрашивания можно добавлять 
глицерин (до 1 %). Для большей текучести эмульсии можно 
добавлять 1–2 капли любого поверхностно-активного веще-
ства. После полного расплавления эмульсию фильтруют, 
затем погружают в нее предметные стекла со срезами или 
мазками. Все части стекла, не содержащие срез или мазок, 
тщательно протирают. Затем препараты высушивают, рас-
полагая горизонтально, срезами вверх. После высыхания 
препараты хранят в светонепроницаемых контейнерах при 
температуре 2–4 °С. 

В зависимости от условий эксперимента время экспо-
зиции составляет от нескольких часов до нескольких меся-
цев. По окончании экспозиции препараты проявляют. Чаще 
всего используют проявитель Д-19. Для его приготовления 
в 1000 мл дистиллированной воды растворяют 2,2 г метано-
ла, 96 г безводного сульфата Nа, 8,8 г гидрохинона, 20 г кар-
боната натрия, 5 г бромида калия. Раствор устойчив в 
течение 3 месяцев. Перед использованием рабочий раствор 
разводят дистиллированной водой в соотношении 1:2, 
проявляют в течение 3 минут при 20 °С. При появлении 
выраженного фонового окрашивания меняют время прояв-
ки, температурный режим, степень разбавления рабочего 
раствора. Для закрепления фотослоя препаратов использу-
ют 25%-й раствор тиосульфата натрия. После промывания 
препараты окрашивают и исследуют. Для исключения воз-
можных ошибок, связанных с неспецифическим фоновым 
окрашиванием, параллельно с исследуемым изучают кон-
трольные препараты. 

Холодный контроль предполагает изучение анало-
гичного материала, прошедшего ту же обработку, что ис-
следуемый, но без введения радиоактивной метки. 
Радиографический контроль исключает фоновое окраши-
вание, связанное с режимом фотообработки и используе-
мыми фотоматериалами. 

Все виды анализа радиоавтографов при светооптиче-
ском исследовании возможны путем обычной микроскопии 
в проходящем и отраженном свете. Причем предпочтителен 
метод отраженного света. 



Методы электронномикроскопической и светомикро-
скопической радиоавтографии принципиально сходны, 
однако электронная микроскопия отличается значительно 
большей технической сложностью и трудоемкостью. Пре-
имуществами же этого метода является большая, по сравне-
нию со светоптической радиоавтографией, разрешающая 
способность и возможность получить радиоавтограф над 
электронномикроскопическим срезом, представляющим 
гораздо более детальную картину строения клетки по срав-
нению со срезом, используемым в световой микроскопии. 

Контрольные вопросы 
1. Что представляет из себя радиоавтография?
2. Какие методы исследования используются для

оценки распределения радиоактивных веществ в исследуе-
мом материале?  

3. От чего зависит длительность присутствия в иссле-
дуемой ткани радиочастотной метки? 

4. Какие особенности необходимо учитывать при под-
готовке тканей к радиографическому исследованию? 

5. От чего зависит продолжительность экспозиции ра-
диографического препарата? 

Литература 
1. Епифанова О. И. Радиоавтография: учебное пособие для сту-

дентов биологических специальностей вузов / О. И. Епифано-
ва. — М.: Высшая школа, 1987. — 246 с.

2. Епифанова О. И. Радиоавтография / О. И. Епифанова, В. В. Тер-
ских, А. Ф. Захаров. — М.: Высшая школа, 1977. — 246 с.

3. Семченко В. В. Гистологическая техника: учебное пособие. —
3-е изд., доп. и перераб. / В. В. Семченко, С. А. Барашкова,
В. И. Ноздрин, В. Н. Артемьев. — Омск: Омская областная типо-
графия, 2006. — 290 с.



220 

Глава 19. 
ВИТАЛЬНОЕ ОКРАШИВАНИЕ 

Методы витального окрашивания нашли свое приме-
нение преимущественно в экспериментально-исследова-
тельской работе. Они основаны на неравномерном 
распределении введенных прижизненно в организм живот-
ного красителей. Так, например, литиевый кармин или 
трипановая синь интенсивно окрашивают цитоплазму 
клеток соединительной ткани, а при патологии и их ядра. 
Другие популяции клеток остаются неокрашенными. Неко-
торые красители накапливаются макрофагами, что облегча-
ет их дальнейшее обнаружение в тканях. 

Для окрашивания трипановой синью необходимо при-
готовить раствор красителя в физиологическом растворе.  
В 100 мл дистиллированной воды растворяют 0,9 г химиче-
ски чистого (не бытового!) хлорида натрия, затем добавляют 
1 г трипановой сини. Подогревают до 30–35 °С. Крысам, ля-
гушкам, мышам краситель вводят под кожу или в брюшную 
полость, крупным животным внутривенно. Через 2–7 суток 
животное умерщвляют любым разрешенным способом. 

Забранный материал фиксируют в 10–20%-м форма-
лине. Готовят замороженные срезы или, после заливки, пара-
финовые. Мироскопировать такие срезы можно без докраски 
или с подкраской кармином. Прижизненное окрашивание 
можно сочетать с любыми выбранными в зависимости от 
целей и задач исследованиями, методами окрашивания. 

Контрольные вопросы 
1. В какой сфере преимущественно используются ви-

тальные методы окрашивания?  
2. Какой принцип окрашивания тканей лежит в основе 

витального окрашивания?  
3. Опишите последовательность приготовления рас-

твора трипановой сини. 
4. Какое время отводится на витальное окрашивание 

тканей?  
5. С какими методами окрашивания можно сочетать 

витальное окрашивание? 
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Глава 20. 
ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ  

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Цитология — это наука, изучающая строение, химию 
и физиологию клеток. Основными ее разделами являются 
цитохимия и цитофизиология. Цитохимия исследует хими-
ческий состав клетки, локализацию и динамику превраще-
ний в ней химических веществ. Цитофизиология изучает 
морфологию физиологических изменений в клетках. Решая 
эти задачи, цитологические исследования предполагают 
использование инструментальных и биохимических мето-
дов прямого наблюдения за живыми клетками и тканями, 
а также методов непрямого анализа. 

В основу клинической ветеринарной цитологии поло-
жено изучение и оценка клеточного материала, полученно-
го различными способами из патологического очага. Наряду 
с традиционной клинической цитологией, изучающей жид-
кости (экссудаты, промывные воды), выделения (моча, 
мокрота), мазки с поверхностей органов или опухолевидных 
образований, в настоящее время интенсивно развивается 
пункционная цитология. Материал при этом получают 
пункцией тонкой иглой исследуемых органов под контро-
лем рентгенологического, ультразвукового или томографи-
ческого исследования. 

Ведущим диагностическим направлением клиниче-
ской цитологии является онкоцитология. При распознава-
нии онкологических заболеваний на ранних стадиях 
цитологический метод имеет несомненные преимущества 
перед другими методами исследования. 

Материал для цитологического исследования (моча, 
содержимое кист, промывные воды, мокрота) доставляются 
в лабораторию в возможно короткие сроки. Высушенные на 
воздухе мазки можно некоторое время хранить (лучше не 
более 6 часов). 

Цитологические материалы сопровождаются направ-
лением, в котором указываются предполагаемый диагноз, 
краткий анамнез болезни с указанием предшествующего 
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лечения, по возможности результаты других исследований. 
Необходимо четко указывать, каким образом и откуда полу-
чен материал, в каком виде (кусочек, жидкость, мазок) 
и количестве он направляется на исследование. 

Если материал получен в виде жидкости, из нее готовят 
мазок. При достаточном объеме доставленной жидкости ее 
можно предварительно центрифугировать, а мазки готовить 
из осадка. При осмотре или в ходе оперативного вмешатель-
ства можно делать мазки-отпечатки со слизистых оболочек, 
кожи, поверхности биоптата или удаленного оперативно 
участка органа. Нередко лучшего качества получаются мазки-
отпечатки с участков, из которых идут выделения, чем из 
самих выделений (сосок молочной железы, выходное отвер-
стие свища). Если необходимо сделать мазок-отпечаток  
с кровоточащей поверхности, то кровь предварительно про-
мокают фильтровальной бумагой, а затем быстро готовят 
мазок. 

Пункцию исследуемых органов производят тонкой иг-
лой. Игла и шприц для пункции должны быть сухими. При 
пункции сильно васкуляризированных образований необ-
ходимо пользоваться иглой с мандреном. Предварительная 
местная анестезия нежелательна. Современные эндоскопи-
ческие устройства снабжены насадками, позволяющими 
получать материал для цито- и гистологического исследо-
вания. В зависимости от задач исследования, используя 
эндоскопические приборы, можно готовить мазки тампо-
ном, мазки щеточкой, мазки-отпечатки, щипковые биопсии, 
мазки промывных вод. 

Независимо от метода изготовления, мазки высуши-
вают на воздухе, затем фиксируют. Чаще всего в качестве 
фиксатора используют 100%-й этанол (15–30 минут), мета-
нол (3–10 минут) или смесь Никифорова (от 15 минут до 
2 часов). 

Окраска цитологических препаратов по Гимзе 
Приготовление красящего раствора: 
Смешивают 3,772 г азура I, 2,165 г эозина, 1,563 г мети-

ленового синего, 750 мл метилового спирта, 256 мл глицери-
на. Перед использованием разбавляют водой в соотношении 
1:4 (рН около 7). 
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Методика окраски: 
Фиксированный в течение 3 минут в метаноле препа-

рат окрашивают 30 минут, ополаскивают водой, подсуши-
вают на воздухе. 

Окраска по Романовскому — Гимзе 
Для приготовления рабочего раствора продажную 

форму красителя Романовского — Гимзе разводят в соотно-
шении 1:4 дистиллированной водой. Лучше использовать 
только свежеприготовленный рабочий раствор. 

Сухие, фиксированные в метиловом спирте или жидко-
сти Никифорова препараты, окрашивают 5–7 минут, тща-
тельно промывают. При необходимости дифференцируют 
подкисленной уксусной кислотой водой и высушивают. 

Окраска по Паппенгейму 
Метод не требует предварительной фиксации. 
Приготовление красящих растворов: 
Краска-фиксатор Май-Грюнвальда готовится раство-

рением 250 мг порошка краски Май-Грюнвальда в 100 мл 
метанола. Смесь нагревают на водяной бане при 70 °С до 
полного растворения краски, затем фильтруют. Краситель 
Романовского — Гимзы готовится разведением дистилли-
рованной водой в соотношении 1:4. 

Методика окраски: 
1. Высушенные мазки устанавливают горизонтально. 

Наливают на них краситель Май-Грюнвальда на 3 минуты. 
2. Не сливая краску, разбавляют ее на стекле в 2 раза, 

оставляют на 1 минуту. 
3. Не ополаскивая мазки, окрашивают их красителем 

Романовского — Гимзы — 5 минут. 
4. Промывают дистиллированной водой и высушива-

ют на воздухе. 

Окраска по Лейшману 
Приготовление красящих растворов: 
2,5 г сухой краски Лейшмана растворяют в 1 л метило-

вого спирта. Краситель дозревает 4 суток. 
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Азур: 1 г азура II растворяют в 1 л дистиллированной 
воды в течение 3–4 недель. 

Эозин: 1 г эозина растворяют в 1 л дистиллированной 
воды. Выдерживают 3–4 недели. 

Методика окраски: 
1. Высушенные нефиксированные препараты окра-

шивают красителем I — 1–3 минуты. 
2. Промывают водопроводной водой. 
3. Окрашивают приготовленным перед использова-

нием красителем, содержащим азур, эозин, дистиллирован-
ную воду в соотношении 4:3:7 — в течение 30 минут. 

4. Промывают водопроводной водой, высушивают. 

Быстрый метод окраски по Алексееву 
1. Мазки фиксируют и окрашивают подогретыми до 

40 °С красителем Май-Грюнвальда (см. выше) — 30 секунд. 
2. Промывают водой. 
3. Окрашивают раствором азур-эозина (2:1) — 2 ми-

нуты. 
4. Ополаскивают водой. 
5. Высушивают, промокая фильтровальной бумагой. 

Окрашивание цитологических препаратов  
гематоксилин-эозином 

Приготовление красящего раствора гематоксилина:  
5 г алюмокалиевых квасцов растворяют в 50 мл ди-

стиллированной воды, доводят до кипения, затем добавля-
ют 0,1 г гематоксилина. Разводят 50 мл дистиллированной 
воды и повторно доводят до кипения. В остывший раствор 
добавляют йодат калия. Краситель созревает на свету при 
доступе воздуха около 5 недель. 

Методика окраски: 
1. Препарат фиксируют 96%-м спиртом — 5–10 минут. 
2. Окрашивают гематоксилином — 5 минут. 
3. Промывают проточной водой. 
4. Окрашивают 0,3%-м спиртовым раствором эози-

на — 1 минуту. 
5. Промывают проточной водой, высушивают. 



Контрольные вопросы 
1. Дайте определение науки «Цитология».
2. На какие разделы подразделяется «Цитология»?
3. Что является ведущим диагностическим направле-

нием клинической цитологии? 
4. Каким образом проводится пункция исследуемых

органов? 
5. Опишите методику окрашивания цитологических

препаратов гематоксилин-эозином. 
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Глава 21. 
МЕТОДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

Метод культуры тканей — это клинико-эксперимен-
тальная методика, в которой группа клеток в стерильных 
условиях извлекается из организма и переносится в есте-
ственную или искусственную питательную среду. При бла-
гоприятных условиях клетки могут сохраняться длительное 
время. 

Культуры клеток используются часто для решения 
общебиологических проблем в экспериментальных иссле-
дованиях. Важную роль играют культуры клеток при произ-
водстве вакцин и биологически активных добавок.  
В настоящее время клеточные культуры стали широко 
применять для диагностики и лечения наследственных 
заболеваний, при испытании новых лекарственных средств. 

Разработаны методики культивирования различных 
клеток. Успешно культивируются клетки соединительных 
тканей, скелетных тканей, эпителии различного происхож-
дения, элементы мышечной и нервной тканей, клетки опу-
холей. 

Скорость воспроизведения обусловлена не только 
технологическими причинами, но и степенью дифференци-
ровки исходного клеточного материала. Чем менее диффе-
ренцированные клетки используются в культуре, тем 
быстрее они пролиферируют. Низкий уровень специализа-
ции и наличие большого количества делящихся клеток-
предшественников обеспечивает активный рост и лучшую 
выживаемость культур, полученных из эмбриональных 
тканей и органов по сравнению с их «взрослыми» аналога-
ми. Взрослые ткани характеризуются высоким содержанием 
специализированных, дифференцированных неделящихся 
клеток, поэтому культивирование и размножение клеток 
«взрослых» тканей затруднено. Продолжительность жизни 
таких культур обычно невелика. 

Культивирование сопряжено с постоянным увеличе-
нием количества клеток, причем условия культивирования 
направлены на обеспечение максимальной скорости их 
деления. К таким условиям относятся: присутствие факторов 
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роста, невысокая концентрация кальция, небольшая плот-
ность клеток в субстрате. 

Напротив, высокая плотность клеток и концентрация 
кальция, отсутствие факторов роста и присутствие факто-
ров дифференцировки, ведут к снижению скорости проли-
ферации и усилению дифференцировки клеток. 

Нормальные клетки органов и тканей при любом 
уровне дают начало культурам с ограниченной продолжи-
тельностью жизни. Культуры клеток, полученные из опухо-
лей способны пролиферировать неограниченно долго, даже 
если клетки таких культур достигают определенной степе-
ни дифференцировки. 

Органные культуры (фрагменты тканей или органов) 
сохраняют некоторое время межклеточную архитектонику, 
исходный уровень дифференцировки, не растут и сохраня-
ют равновесное состояние. 

Культуры диспергированных клеток изначально ли-
шены структурно-функциональной межклеточной органи-
зации, при создании благоприятных условий активно 
пролиферируют, не достигая равновесного состояния. Это 
позволяет в короткие сроки получать большое количество 
клеток и разделять их в последующем на фенотипические 
или генотипические разновидности. 

Для культивирования клеток обычно используют 
пластмассовую посуду одноразового применения или стек-
лянные емкостями. Пластмассовая посуда обычно оптически 
прозрачна, подготовлена для культивирования модификаци-
ей пластмассы, увеличивающей смачиваемость поверхности 
и облегчающей прикрепление клеток. Такая посуда поступа-
ет в продажу стерильной в герметичной упаковке. Основным 
недостатком ее является высокая стоимость. 

Стеклянная посуда может быть использована много-
кратно. После каждого применения ее моют, выдерживают в 
растворе нетоксичного детергента, тщательно промывают 
проточной, а затем деионизированной водой. После высу-
шивания стеклянную посуду стерилизуют, лучше в сухожа-
ровом шкафу, при температуре 160 °С в течение 1 часа. 

При выборе посуды руководствуются предполагаемым 
объемом культивируемых клеток (максимальная плотность 
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клеток в культуре 5×104 — 5×105 клеток в см3). При боль-
шем количестве параллелей и одновременном отборе об-
разцов удобно пользоваться многолуночными пластинками 
Тераски или микротитровальными пластинками. При отбо-
ре образцов в разное время предпочтительнее пользоваться 
индивидуальными флаконами, чашками или бутылями. 

В некоторых случаях поверхность посуды дополни-
тельно покрывают коллагеном, желатином или полилизи-
ном, что придает ей положительный заряд и облегчает 
прикрепление культивируемых клеток. 

Среду культивирования и газовую фазу выбирают, как 
правило, опытным путем в зависимости от задач исследова-
ния и возможностей лаборатории. 

Для получения первичной культуры в стерильных 
условиях извлекают кусочек выбранного органа или ткани, 
затем его подвергают механической или ферментативной 
дезагрегации. Измельченные кусочки прикрепляются к 
поверхности выбранной посуды, благодаря собственной 
адгезивности, с помощью подложки из сгустка плазмы или 
на насечки в субстрате. В дальнейшем клетки эксплантан-
та начинают мигрировать. Их можно откреплять от суб-
страта трипсинизацией и переносить в новые чашки. 
Остающийся эксплантант образует при этом новые порции 
мигрирующих клеток. Можно получить первичные культу-
ры и более быстрой, ферментативной дезагрегацией 
(например, обработкой трипсином сразу после извлечения 
образца ткани из организма). Полученные отдельные 
клетки в виде суспензии помещают в культуральную среду, 
они оседают и прикрепляются к поверхности чашки. Все 
варианты формирования первичных культур имеют как 
достоинства, так и недостатки. Конкретные методики 
подбираются эмпирически. 

Жизнеспособность культур обусловлена не только 
правильным подбором и реализацией условий существо-
вания (субстрат, газовая фаза, температурный режим), но 
и своевременным предотвращением микробного зараже-
ния — использованием антибиотиков, ламинарных боксов, 
постоянным мониторингом и визуальным контролем 
культуры. 
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В качестве примера приведем методику получения и 
культивирования фибробластов, описанную Д. С. Саркисо-
вым с совт. (1996): 

1. Дерму после удаления эпидермиса путем трипси-
низации измельчают ножницами и помещают в пеницилли-
новый флакон. 

2. К гомогенату добавляют раствор коллагеназы (го-
товят на среде, активность коллагеназы от 0,28 до 630 ед./мл) 
и инкубируют в нем. 

3. Фермент нейтрализуют путем добавления среды, 
содержащей 10 % сыворотки. 

4. Центрифугируют при 1000 об./мин — 5 минут. 
5. Осадок ресуспендируют в среде. 
6. Подсчитывают клетки в камере Горяева 

(20 000 кл./см2). 
7. Суспензию клеток переносят в культуральные 

чашки. 
8. Сменяют среду на следующий день. 
9. Проводят дальнейшее культивирование до фор-

мирования монослоя. 
10. Для получения информации о прижизненном со-

стоянии культивируемых клеток используют инвертиро-
ванные микроскопы. В отличие от обычных световых 
микроскопов, инвертированные (перевернутые) имеют 
объективы, расположенные под объектом. Это позволяет 
наблюдать за живыми клетками в культуре, то есть в чаш-
ках, где происходит их рост, не травмируя клетки, не нару-
шая процессов их жизнедеятельности. 

Контрольные вопросы 
1. Что представляет из себя метод культуры тканей?  
2. Для каких целей используются культуры клеток 

в экспериментальных исследованиях?  
3. Какую лабораторную посуду используют для куль-

тивирования клеток?  
4. Опишите последовательность получения первичной 

культуры в стерильных условиях.  
5. Какие микроскопы используют для получения ин-

формации о прижизненном состоянии культивируемых 
клеток?  
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Глава 22. 
ИССЛЕДОВАНИЕ БИОПСИЙНОГО  

И ОПЕРАЦИОННОГО МАТЕРИАЛА 

Особенностью современного этапа развития ветери-
нарной морфологии является широкое внедрение гистологи-
ческих методов исследования для прижизненной 
диагностики различных заболеваний. Целью таких исследо-
ваний является не только уточнение клинического диагноза 
и установление его в неясных случаях, но и определение 
эффективности проводимого лечения, решение вопроса о 
необходимости и объеме оперативного вмешательства. 

Основными типами биопсийных исследований в насто-
ящее время являются: 

1. Эксцизионная биопсия — производится при хирур-
гическом удалении целого органа или новообразования. 
Часть полученных тканей отправляется затем на гистологи-
ческое или цитологическое исследование.  

2. Инцизионная — предполагает удаление части пато-
логического новообразования или пораженного органа. 

3. Пункционная — заключается в изъятии фрагментов
тканей органа или опухоли путем прокола тонкой полой 
иглой.  

4. Аспирационная — отсасывание содержимого опре-
деленного органа или полости при помощи медицинского 
шприца.  

5. Трепан-биопсия — заключается в заборе столбика
плотной ткани органа/опухоли при помощи трепана — по-
лой трубки с заостренным краем.  

6. Скарификационная (поверхностная) — срезание
тонкого пласта тканей с поверхности патологического ново-
образования на коже.  

7. Радиоволновая — отличается от других методов
способом забора биоматериала: для этого используется ра-
дионож. 

Многолетняя клиническая и патологоанатомическая 
практика показала, что пунктат диаметром 1 мм или биоптат 
диаметром 2 мм могут служить полноценным источником 
диагностической информации. 
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Вместе с тем существует определенный пороговый 
объем биоптата, за пределами которого вероятность пра-
вильной диагностики резко снижается. Например, гастро-
биоптаты должны содержать в себе все пластинки 
слизистой оболочки. Биопсия, включающая эпителиальную 
пластинку слизистой и часть собственной пластинки, со-
держащую шеечные части желез, выявит повышенный 
митотический индекс, что может отразиться на дальнейшей 
постановке диагноза, если не иметь в виду, что шеечная 
часть желез является основной зоной регенерации эпители-
альных структур слизистой оболочки желудка. 

При диагностике патологических процессов в почке 
желательно иметь образец, включающий корковое веще-
ство и наружную часть мозгового. При этом корковое веще-
ство должно содержать около 25 почечных телец, хотя о 
природе патологического процесса можно судить и по 
5 клубочкам, рассеченным в центральной части.  

В зависимости от способа забора материала различают 
открытую, пункционную, аспирационную, эндоскопическую 
биопсию, трепанобиопсию. 

При любом способе забора полученный материал фик-
сируют незамедлительно в достаточном объеме 10%-го 
формалина, помещают в отдельную промаркированную 
емкость. Кроме того, в емкость помещают маркированную 
бирку, изготовленную из плотной не промокающей бумаги. 
Надписи делают мягким простым карандашом. Забранный 
материал сопровождается стандартными направлениями. 
В нем указываются характер патологического процесса, его 
локализация, анамнез болезни, основные методы проведен-
ного ранее лечения. 

При поступлении в патоморфологическую лаборато-
рию материалу присваивается индивидуальный порядко-
вый номер, которым маркируются в последующем все 
рабочие материалы. Необходимо указывать время поступ-
ления материала и характер биопсии — диагностическая, 
операционный материал. Развитие методов гистологиче-
ской техники при обработке биопсийного материала 
направлено на максимальное уменьшение продолжитель-
ности изготовления препаратов, что обеспечивает быстрое 
и точное установление диагноза.  
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Во многом этому способствует автоматизация обра-
ботки тканей. Хорошо зарекомендовали себя карусельные 
аппараты для обезвоживания ткани и подготовки ее к за-
ливке — АТ-4, АТ-5 АТ-4М. Они действуют по принципу 
переноса образцов из одного стакана в другой. Аппараты 
нового поколения основаны на том, что кусочки ткани 
находятся в герметичной камере, в которую последователь-
но, по заданной программе подаются реагенты из специаль-
ных, предварительно заполненных резервуаров. Такие 
аппараты позволяют менять давление, создаваемое в каме-
ре, температурный режим, что значительно уменьшает 
время обработки и повышает количество получаемых в 
последующем срезов. Примером аппаратов такого принципа 
действия являются Нурегсеntег ХР (Великобритания). Их 
использование позволяет обрабатывать материал эндоско-
пических и пункционных биопсий за несколько часов. Цикл 
обработки крупных кусочков — 16–18 часов. Сокращать 
продолжительность подготовки материала к микроскопии 
позволяет и использование микротомов, модернизирован-
ных специальными зажимами для блоков, устройствами для 
переноса срезов с ножа на наклонный термостатированный 
поток жидкости. 

Монтированные на стекла препараты окрашивают в 
многопрограммных автоматах. Так, например, автомат 
Varistain ХN (Великобритания) имеет вытяжку, закрытый 
контур, окрашивает одномоментно 66 препаратов по любой 
из 20 программ окраски. В отсутствие автоматизированных 
приборов и устройств обработку материала ведут традици-
онным способом по ускоренным методикам, специфичным 
для каждого органа и ткани. 

Контрольные вопросы 
1. Опишите типы биопсийных исследований.  
2. Какие размеры пунктата могут служить полноцен-

ным источником диагностической информации?  
3. Какие виды биопсии можно выделить в зависимости 

от способа забора материала?  
4. Опишите методику фиксации материала, получен-

ного при биопсии.  



5. Какие способы автоматизации используются при
обработке биопсийных препаратов? 
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Глава 23. 
МОРФОЛОГИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 

ЖИДКОСТЕЙ У ЖИВОТНЫХ 

23.1. Морфология периферической крови 
Кровь — внутренняя среда организма (жидкая соеди-

нительная ткань). Состоит из плазмы (межклеточное веще-
ство) и клеток (форменные элементы): лейкоцитов, 
эритроцитов и кровяных пластинок (тромбоцитов). Содер-
жание крови у позвоночных животных в среднем составляет 
5–9 % от массы тела, причем на плазму приходится около 
60 % объема крови, на форменные элементы — около 40 %. 
Гематокритная величина (гематокрит) составляет 45 % или 
0,45 л/л. 

Форменные элементы крови 
Эритроциты — безъядерные структуры, в норме име-

ющие форму двояковогнутых дисков, содержат гемоглобин. 
Зрелые эритроциты — безъядерные клетки, исключение — 
кровь птицы и амфибии, в них имеются ядра. 

Анизохромия — появление в крови эритроцитов с не-
равномерным окрашиванием (при анемиях различного 
генеза). По содержанию гемоглобина эритроциты подраз-
деляют на нормохромные, гипохромные и гиперхромные.  

Диаметр эритроцита у собак составляет 5–9 мкм,  
у кошки — 4,9 мкм, у лошади — 4–7,5 мкм. Средняя продол-
жительность жизни эритроцитов составляет: у собак — 
110–120 сут., у кошек — 66–79 сут., у лошадей — 140–
150 сут. Размеры и количество эритроцитов у различных 
видов животных отличатся. Чем меньше эритроцит, тем 
больше их количество определяется в единице объема крови. 
В норме в крови циркулирует до 1 % «юных» эритроцитов — 
ретикулоциты, содержащие сетевидные структуры — рибо-
сомы синего цвета (при окрашивании метиленовым синим). 
Ретикулоциты дозревают до эритроцитов в крови за 24–30 ч. 
Увеличение их содержания указывает на высокую потреб-
ность в кислороде (например, после кровотечения). 
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Анизоцитоз — изменение размеров эритроцитов. В за-
висимости от размера эритроцита различают микроциты 
и макроциты. Встречаются при анемиях различного генеза. 
Пойкилоцитоз — изменение формы эритроцитов. Различа-
ют стоматоциты — в виде шапочки (18,5 %), эхиноциты — 
округлые с шипиками (5,7 %), сфероциты (4,2 %) — округ-
лые гладкие, а также анулоциты, акантоциты, мишеневид-
ные эритроциты, элиптоциты, серповидные эритроциты, 
овалоциты, планоциты, шизоциты. 

Эритроцитоз (полицитемия) — увеличение содержа-
ния эритроцитов в единице объема крови. Может быть 
ложным (гемоконцентрационный) и истинным. 

Эритропения — снижение количества эритроцитов 
в единице объема крови.  

Лейкоциты — ядросодержащие клетки крови, способ-
ные к самостоятельному движению из крови в ткани. По 
морфологическим и тинкториальным признакам лейкоци-
ты делят на зернистые (гранулоциты) — нейтрофильные, 
эозинофильные и базофильные — и незернистые (аграну-
лоциты) — лимфоциты и моноциты. Количество лейкоци-
тов у здорового животного колеблется в зависимости от 
времени суток и функционального состояния организма.  

Лейкоцитарная формула — процентное соотношение 
разных видов лейкоцитов в мазке крови. Микроскопия 
мазка позволяет выявить качественные изменения клеток 
крови, наличие паразитов, признаки аллергических реак-
ций, вид лейкоза, косвенно оценить характер заболевания 
(вирусной или бактериальной природы). 

Гранулоциты — это дифференцированные, специали-
зированные клетки, содержащие в цитоплазме гранулы 
(оксифильные, базофильные), имеют дольчатое ядро, спо-
собны к фагоцитозу. Имеют диаметр 12–15 мкм, в крови 
находятся 8–12 ч. Разрушаясь, они выделяют ферменты 
и биологически активные вещества, оказывающие влияние 
на окружающие ткани и проницаемость капилляров.  

Нейтрофильные гранулоциты (нейтрофилы) по степе-
ни зрелости различают: юные (0–05 %) — ядро бобовидной 
формы, палочкоядерные (1–6 %) — ядро подковообразной 
формы и сегментоядерные (60–65 %) — ядро в виде  
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2–5 сегментов, ядрышек нет. Нейтрофилы, имеющие более 
пяти сегментов, называются гиперсегментированными. 
Придаток в виде барабанной палочки на одном из сегмен-
тов — половой хроматин — неактивная конденсированная 
Х хромасома. Количество гранул в цитоплазме нейтрофила 
колеблется от 50 до 200. Первый тип гранул — азурофиль-
ные (10–30 % от общего количества) проявляются на ста-
дии промиелоцита. В диаметре составляют 0,5 мкм, 
содержат миелопероксидазу, гидролитические ферменты, 
катионные белки, лизоцим и кислые гликозаминогликаны. 
Вторичные гранулы (специфические гранулы, 67–90 % от 
общего количества) — мелкие (0,1–0,3 мкм в диаметре) 
в мазках крови окрашиваются в лиловый цвет, слабо разли-
чимы под микроскопом, содержат щелочную фосфатазу, 
бактерицидные ферменты (лизоцим, лактоферрин), вита-
мин В12, связывающий белок и коллагеназу. 

Токсическая зернистость нейтрофилов — темные азу-
рофильные гранулы с незрелыми мукополисахаридами. 
Тельца Деле — светло-синие глыбки различной величины 
и формы в цитоплазме нейтрофилов — остатки шероховатой 
эндоплазмотической сети (РНК). Наблюдаются при инфекци-
онных и/или воспалительных процессах. Кольцеобразные 
ядра наблюдают при тяжелой форме отравлений. Гиперсег-
ментированные нейтрофилы наблюдают при наследствен-
ных заболеваниях, лейкозе, на фоне применения 
лекарственных препаратов, инфекции. Пикнотические клет-
ки имеют фрагментированное ядро с конденсированным 
хроматином. Митотические клетки — клетки, у которых 
видны хромосомы; регистрируются при кровопаразитарных 
заболеваниях. Токсические нейтрофилы с аномальным деле-
нием ядра и вакуолизированной цитоплазмой встречаются 
при инфекционных заболеваниях. 

Нейтрофилез — увеличение количества нейтрофилов 
в единице объема крови. Регистрируют при инфекционных 
заболеваниях, воспалении или некрозе тканей, интоксика-
ции. Нейтропения — уменьшение количества нейтрофилов 
в единице объема крови. 

Эозинофильные гранулоциты (эозинофилы) — круп-
ные клетки крови (диаметр 12–17 мкм), составляют 0,5–5 % 
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от общего числа лейкоцитов. В зависимости от формы ядра 
подразделяются на юные, палочкоядерные, сегментоядер-
ные. В цитоплазме содержатся многочисленные крупные 
специфические (d = 0,5–1,5) гранулы, содержащие кристал-
лизированный щелочной белок, окрашиваемый эозином. 
В крови эозинофилы находятся 3–12 ч., в тканях — 8–12 сут. 
Их количество возрастает при аллергических состояниях. 

Кровяные пластинки (тромбопластинки, тромбоци-
ты) — безъядерные фрагменты цитоплазмы мегакариоци-
тов — клеток красного костного мозга, имеющие 
разнообразную форму размером 2–4 мкм. В мазках крови 
тромбопластинки располагаются группами и окрашиваются 
в сиреневый или бледно-голубой цвет. Размеры тромбопла-
стинок варьируют в зависимости от продолжительности 
жизни и функциональной активности. По степени зрелости 
(морфологические варианты) тромбопластинок: незрелые 
(юные) (до 5 %), зрелые (нормальные) (90 %), старые 
(до 4 %), дегенеративные (до 2 %) и гигантские формы 
(макротромбоциты, тромбоциты раздражения) крупных 
размеров (до 5–6 мкм и более). 

Используются ручные и автоматизированные методы 
анализа. Ручной метод предполагает применение камеры 
Горяева. Позволяет подсчитывать количество эритроцитов, 
лейкоцитов и тромбоцитов. Имеет высокий коэффициент 
критической разницы. Гематокрит (PCV) определяется при 
помощи гематокритной центрифуги. Апертуро-импедансный 
метод (кондуктометрический) — подсчет числа и определе-
ние характера импульсов, возникающих при прохождении 
клеток через отверстие малого диаметра (апертуру), распо-
ложенную между двумя изолированными электродами. 
Метод основан на разнице клеток крови в объеме. Проточная 
цитометрия — современные гематологические анализаторы 
используют три подхода: сопротивление ламинарного пото-
ка, лазерная проточная цитометрия, оптическая флюорес-
ценция. 

Автоматическим гематологическим анализатором 
определяются следующие показатели крови: абсолютное 
количество эритроцитов в единице объема крови (RBC), 
тромбоцитов (PLT), лейкоцитов (WBC) в единице объема; 
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содержание гемоглобина (HGB), г/л; эритроцитарные ин-
дексы: HCT — гематокрит, MCV — средний объем эритроци-
та, MCH — среднее содержание гемоглобина в эритроците, 
MCHC — средняя концентрация гемоглобина в эритроците, 
RDW — распределение эритроцитов по ширине (показатель 
анизоцитоза эритроцитов); тромбоцитарные индексы: 
MPV — средний объем тромбоцитов, PDW — распределение 
тромбоцитов по ширине (показатель анизоцитоза тромбо-
цитов); дифференциальный подсчет лейкоцитов; подсчет 
ретикулоцитов (процентное и абсолютное количество); 
содержание ядерных эритроцитов, палочкоядерных и сег-
ментоядерных нейтрофильных лейкоцитов, агрегатов 
тромбоцитов; построение гистограмм. 

 
Таблица 23.1 

Гематологические показатели  
у разных видов животных в норме 

Показатель Ед. 
измер. 

Круп-
ный 

рогатый 
скот 

Мелкий 
рога-
тый 
скот 

Сви-
нья 

Ло-
шадь Куры Кро-

лик 
Соба-

ка 
Кош-

ка 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Объем крови 
% от 

массы 
тела 

8,2 8,7 7 10 8,5 5,4 6,8 5 

Эритроциты 
(RBC) 10¹²/л 5,6–10,0 7,5–12,5 6–7,5 6,4–10 2,5–

4,5 5–7,5 5,2–8,4 5–12 

Гемогло-
бин (HGB) г/л 90–120 70–110 90–

110 
100–
170 

80–
130 

100–
125 

120–
190 

80–
150 

Гематокрит 
(HCT) % 35–45 32–45 50–67 39–43 37–

42 35–45 37–55 35–45 

Средний объем 
эритроцита 

(MCV) 
фл 37–51 23–48 50–67 43–54 – – 62–74 41–51 

Среднее 
содержание 

гемоглобин в 
эритроците 

(MCH) 

пг 13–18 8–12 17–21 15–19 – – 22–27 13–18 

Средняя 
концентрация 
гемоглобина в 
эритроцитар-

ной массе 
(MCHC) 

г/дл 33–37 31–34 30–34 34–37 – – 32–36 31–35 
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Окончание табл. 23.1 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ширина 
распределения 

эритроцитов 
(RDW-СV) 

% 16–24 – 18–22 – – – 12–15 14–19 

Тромбоциты 
(PLT) 10⁹/л 200–730 300–

800 
200–
800 

100–
270 50 250–

650 
160–
430 

300–
800 

Средний объем 
тромбоцитов 

(MPV) 
фл 4,5–6,7 – – 4,6–7,3 – – 7–12 9,9–

16,3 

Лейкоциты 
(WBC) 10⁹/л 4–12 4–12 10–22 5,2–

13,9 
20–
40 4–10 6–17 5,5–

19,5 
Базофильные 

лейкоциты 
(BAS) 

10⁹/л 0–2,0 0,3–0,8 0–1,0 0–1,0 1–3 0–1 0–2 0–2 

Эозинофиль-
ные лейкоциты 

(EOS) 

% 3,8–8,0 4,0–12,0 1,0–4,0 2,0–6,0 4–10 0–1 2–10 0–4 

10⁹/л 0–2,4 0,1–0,75 0,2–2,0 0–0,6 – – 0,1–
1,25 0–1,5 

Юные нейтро-
фильные 

лейкоциты 

% 0,0–1,0 0,0–2,0 0,0–2,0 – – 0,0–2,0 0,0–2,0  

10⁹/л – – –      

Палочкоядер-
ные нейтро-

фильные 
лейкоциты 

% 3,0–6,0 2,0–5,0 3,0–6,0 2,0–4,0 0,0- 0,5–4,0 0,5–4,0 0–3 

10⁹/л 0–0,12 – – 0–0,1 2,0 – – 0–0,3 

Сегментоядер-
ные нейтро-

фильные 
лейкоциты 

% 20,0–
35,0 

35,0–
45,0 

40,0–
48,0 

45,0–
62,0 

30–
36 45–62 60–77 35–75 

10⁹/л 0,6–4,0 1,0–5,0 3,2–
10,0 2,2–7,4 – – – – 

Лимфоциты 
(LYM) 

% 40,0–
65,0 

40,0–
50,0 

40,0–
50,0 

25,0–
44,0 

50–
60 45–62 12–30 20–55 

10⁹/л 2,5–7,5 50,0 
2,0–9,0 

4,4–
13,5 1,1–5,3 – – 1–4,8 1,5–7 

Моноциты 
(MON) 

% 2,0–7,0 2,0–5,0 2,0–6,0 2,0–4,0 6–7 0–3 3–10 1–4 

10⁹/л 0,03–0,8 0,0–0,75 0,2–2,2 0,-0,9 – – 0,15–
1,35 0–0,85 

 
Таблица 23.2 

Лейкоцитарная формула у животных в норме 

Вид  
живот-

ных 

Нейтрофилы/ 
псевдоэозинофилы Базо-

филы 
Эозино-

филы 
Моно-
циты 

Лимфо-
циты Юные Палочко-

ядерные 
Сегменто-
ядерные 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Собаки 0 1–6 34–72 0–1 2–10 1–5 21–40 
Кошки 0 3–9 40–45 0–1 2–8 1–5 36–51 

Крупный 
рогатый 

скот 
0 5,2±0,2 30,2±0,4 1,0±0,2 5,9±0,2 6,2±0,3 51,5±0,6 
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Окончание табл. 23.2 
1 2 3 4 5 6 7 8 

Лошади 0,5 4,5 52,5 0,5 4,0 3,0 35,0 
Куры 

несушки 
кросса 

Хайсекс 
Браун 

0 – 56,4±5,5 7,4±1,3 3,8±1,2 7,4±2,4 25,2±5,9 

Гусь 
итальян-

ской белой 
породы 

0 14,67±1,4 5,33±1,4 0,33±0,3 3,0±0,5 4,67±0,3 72,0±0,1 

Норка 0 5–10 45–65 0 2–8 2–4 26–45 
 

Лейкоцитоз — увеличение количества лейкоцитов в 
единице объема крови. Лейкопения — уменьшение содер-
жания кровлейкоцитов в единице объема крови. 

 
Таблица 23.3 

Патогенетические и клинико-диагностические  
характеристики нейтрофилезов у животных 

Варианты Механизм развития Клинические ситуации. При-
чины развития 

Перераспредели-
тельные  

Мобилизация нейтрофилов 
из краевого пула в циркули-
рующий 

Большая физическая нагрузка; 
инъекции адреналина; физио-
терапевтические процедуры; 
боль; рвота 

Истинные 
Реактивные 
(симптоматиче-
ские) 

Мобилизация клеток 
гранулоцитарного резерва и 
повышенная продукция 
нейтрофилов 

Острые бактериальные инфек-
ции; воспаление и некроз 
тканей; экзои эндогенные 
интоксикации; гемолиз эрит-
роцитов; кровотечения; ожоги; 
злокачественные опухоли 

Мобилизация клеток 
краевого пула и повышен-
ная продукция нейтрофи-
лов 

Беременность; период ново-
рожденности 

Повышенная продукция 
нейтрофилов и замедление 
их выхода в ткани 

Лечение кортикостероидами 

Повышенная пролиферация 
опухолевых клеток, нару-
шение апоптоза 

Хронический миелолейкоз  

Опухоли системы 
крови, хрониче-
ские миелопро-
лиферативные 
заболевания 

Повышенная пролиферация 
клеток опухолевого клона, 
нарушение апоптоза 
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Таблица 23.4 
Патогенетические и клинико-диагностические  

характеристике нейтропений у животных 

Варианты Механизм развития Клинические ситуации.  
Причины развития 

Перераспределительные  Переход нейтрофилов 
из циркулирующего 
пула в краевой 

Переохлаждение; дли-
тельное голодание; 
снижение общего тонуса 
организма; невротические 
состояния; начальный 
период шока; коллапс; 
гипертонический криз; 
повышение уровня 
гистамина в крови; 
доброкачественные 
нейтропении 

Истинные 
Связанные с нарушени-
ем образования нейтро-
филов в костном мозге 

Ингибирующее влия-
ние на гранулоцитопо-
эз бактериальных 
токсинов и вирусов 

Вирусные и бактериаль-
ные инфекции, бруцеллез, 
септический миокардит; 
туберкулез; риккетсиоз-
ная инфекция; протозой-
ная инфекция 

Миелотоксическое 
влияние и супрессия 
гранулоцитопоэза 

Воздействие ионизирую-
щей радиации; влияние 
химических миелотокси-
ческих веществ (бензол, 
анилиновые соединения, 
пестициды и др.); цито-
статических и других 
лекарственных препара-
тов 

Депрессия гемопоэза Апластическая анемия 
Нарушение образова-
ния нейтрофилов 

Дефицит витаминов, 
микроэлементов 

Связанные с повышен-
ным потреблением или 
разрушением нейтро-
филов 

Разрушение нейтрофи-
лов под влиянием 
антител 

Аутоиммунные заболева-
ния; гаптеновые нейтро-
пении; 
посттрансфузионные 
нейтропении 

Гиперчувствительность 
к лекарственным 
препаратам 

Лечение антибиотиками, 
сульфаниламидами, 
индометацином и др. 

Связанные с повышен-
ным потреблением и 
нарушением образова-
ния нейтрофилов 

Тяжелые диссеминиро-
ванные инфекции, септи-
ческие состояния, 
спленомегалия 



244 

Эозинофилии наблюдаются при: аллергозах, глистных 
инвазиях, злокачественных опухолях, лейкозах, аутоиммун-
ных заболеваниях, инфекциях, заболеваниях легких, гастро-
энтерологических заболеваниях, иммунодефицитных 
состояниях, кожных заболеваниях, снижении продукции 
гормонов коры надпочечников. 

Базофилия наблюдается при следующих заболеваниях 
и состояниях: аллергических реакциях, хронических миело-
пролиферативных заболеваниях; хроническом язвенном 
колите; гипофункции щитовидной железы; сахарном диабе-
те; после спленэктомии; после лечения эстрогенами; при 
длительном воздействии малых доз ионизирующего излу-
чения; беременности. 

Моноцитоз наблюдается при: хронических и подост-
рых инфекциях (хронический пиелонефрит); вирусных 
инфекциях; злокачественных опухолях; аутоиммунных 
заболеваниях; заболеваниях, вызванных простейшими, 
грибами, риккетсиями; хронические заболевания кишечни-
ка; после спленэктомии; период выздоровления от острых 
инфекций. 

Абсолютный лимфоцитоз наблюдают при следующих 
заболеваниях и состояниях: хронических бактериальных 
инфекциях (туберкулез, бруцеллез); вирусных инфекциях; 
в период выздоровления от острых инфекций; аллергиче-
ских реакциях; после вакцинации; гипертиреоидизме; про-
тозойных инфекциях; ВЛКРС. 

Абсолютная лимфоцитопения развивается при: врож-
денных и приобретенных иммунодефицитных состояниях; 
лечении иммунодепрессантами (например, лечение ауто-
иммунных заболеваний); острых инфекциях и интоксика-
циях; лучевой болезни; стрессе; терминальной стадии 
почечной недостаточности. 

Лейкоцитарные индексы — это результат вычисления 
соотношения различных видов пула лейкоцитов перифери-
ческой крови, характеризующих взаимодействие различных 
звеньев врожденного и адаптивного иммунитета. В ряде 
случаев для вычисления ЛИ применяется показатель СОЭ, 
возраст и общее содержание лейкоцитов. 
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Таблица 23.5 
Типы гематологических лейкоцитарных индексов (ЛИ) 

Наименование Сокр. 
название Формула подсчета Нормальное значение,  

усл. ед.* 
1 2 3 4 

Лейкоцитарный 
индекс интокси-
кации (по Кальф-
Калифу, 1941) 

ЛИИ 
(К. К.) 

(4миел+3юн.+2п/я+сегм.)/ 
(моноц.+лимф.)+(эоз.+1) 

2,0 (1,0–3,0)1 

0,19±0,0034 

0,115 

Индекс сдвига 
лейкоцитов крови  

ИСЛК (Эоз+баз+п/я+сегм.+миел)/ 
(моноц.+лимф.) 

2,0 (1,7–2,3)1 

0,27±0,0024 

1,935 
Индекс аллерги-
зации (Солдатов, 
1997) 

ИА Лимф.+10*(эоз.+1)/ 
нейт.+моноц.+баз. 

5,99 (2,04–16,53)2 

Ядерный индекс 
интоксикации  

ЯИИ (Миел.+юн.+п/я)/сегм. > 0,081 

0,48±0,034 

Лейкоцитарный 
индекс 

ЛИ Лимф./нейт. 0,4 (0,4;0,5)1 
3,02 (0,77; 6,08)2 

1,05–1,863 (до 2 лет) 
0,56–0,893 (3–10 лет) 

4,71±0,064 

Индекс соотноше-
ния лейкоцитов и 
СОЭ 

ИСЛСОЭ Лейкоциты*109 /СОЭ 0,7 (0,08–1,4)1 

Индекс соотноше-
ния нейтрофилов  
и лимфоцитов 

ИСНЛ Нейтр./лимф. 2,3 (2,1;2,5)1 
0,42 (0,16;1,3)2 

0,21±0,0044 

Индекс соотноше-
ния нейтрофилов  
и моноцитов 

ИСНМ Нейтр./моноц. 11,5 (7,1;16,0)1 

7,94 (2,13–18,0)2 

14,41–15,743  

(до 2 лет) 
11,62–16,123  

(3–10 лет) 
8,51±0,864 

Индекс соотноше-
ния агранулоци-
тов и СОЭ 

ИСАСОЭ Лимф.+моноц./СОЭ 7,1 (3,2; 11,0)1 

Индекс иммуноре-
активности  

ИИР (Лимф.+эоз.)/моноц. 5,2 (3,8; 6,5)1 
28,14 (5,6; 81,0)2 

Индекс Бреддека ИБ Лимф./п-я нейт. 29,9 (8,5–71.0)2 

8,96–14,033  

(до 2 лет) 
8,71–9,473 

(3–10 лет) 
6,543 (старше 10 лет) 

Индекс стресса ИС Сегм./лимф. 0,37(0,11–1,28)2 

0,833 (до 2 лет) 
1,02–1,643  
(3–10 лет) 
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Окончание табл. 23.5 
1 2 3 4 

Индекс адаптации ИА Лимф./сегм. 3,68(0,78–8,78)2 

Индекс соотноше-
ния лимфоцитов  
и моноцитов 

ИСЛМ Лимф./моноц. 37,8±4,164 

 

Примечание: *сноска — приведен диапазон нормальных значений для:  
1 — человек; 2 — свинья; 3 — лошадь; 4 — мышь, 5 — собака. 

 
Таблица 23.6 

Функциональное значение гематологических лейкоцитарных 
индексов (ЛИ) периферической крови у животных 

Наименование ЛИ Значение 
1 2 

Лейкоцитарный индекс 
интоксикации (по Кальф-
Калифу, 1941) 

Используется для оценки степени выраженности 
эндогенной интоксикации при инфекционных 
заболеваниях любой локализации 

Индекс сдвига лейкоцитов 
крови 

Свидетельствует как об активности воспалитель-
ного процесса, так и о реактивности организма в 
ответ на повреждающий фактор 

Индекс адаптации Характеризует общую сенсибилизацию организма 
и адекватность реагирования иммунной системы 
на повреждающий фактор; может являться диагно-
стическим критерием в комплексной оценке 
состояния матери и плода при наличии дефектов в 
системе гемостаза  

Лейкоцитарный индекс Отражает взаимоотношение гуморального и 
клеточного звена иммунной системы 

Индекс иммунореактивности Отражает дисбаланс основных клеток продуцентов 
цитокинов и дисбаланс в цитокиновом профиле 
при наличии лимфопении 

Индекс соотношения 
нейтрофилов и лимфоцитов 

Косвенно характеризует активность фагоцитарной 
реакции и факторов специфического иммунитета и 
их участие в поддержании общей реактивности 
организма 

Индекс Брэддека Интегральный критерий оценки функционального 
состояния организма 

Индекс стресса Отражает взаимоотношение клеточного и гумо-
рального звеньев иммунитета 

Индекс соотношения лимфо-
цитов и моноцитов  

Показывает баланс между лимфоцитами и моноци-
тами, отражая взаимоотношение между аффектор-
ным и эффекторным звеньями иммунологического 
процесса  

Индекс соотношения 
нейтрофилов и моноцитов 

Позволяет судить о соотношении компонентов 
микрофагально-макрофагальной системы 

Индекс аллергизации Характеризует общую сенсибилизацию орга-
низма и адекватность реагирования иммунной 
системы на повреждающий фактор 
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Окончание табл. 23.6 
1 2 

Ядерный индекс интокси-
кации 

Отражает способность нейтрофилов элимини-
ровать антигены из организма 

Индекс соотношения 
лейкоцитов и СОЭ 

Изменение соотношения в сторону увеличения 
свидетельствует об эндогенной интоксикации 
вследствие аутоиммунных процессов, в сторону 
снижения — об инфекционных 

Индекс соотношения 
агранулоцитов и СОЭ 

Отображает активность системы мононуклеар-
ных фагоцитов вкупе с продуцентами лимфоци-
тов по отношению к СОЭ 

 
Таблица 23.7 

Лейкоцитарные индексы крови  
у разных видов животных в норме 

Наимено-
вание ЛИ 

Крупный 
рогатый 

скот 

Мелкий 
рогатый 

скот 
(овца 

курдюч-
ной 

породы) 

Сви-
нья Лошадь Куры Кро-

лик 

Собака 
(ов-

чарка) 
Кошка 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Лейкоци-
тарный 
индекс 
интокси-
кации по 
Я. Я. Кальф-
Калифу 

До 1 мес. 
0,54±0,08  

до 1,27±0,13 
до 8 лет 

0,31±0,05  
до 0,46±0,08 
старше 8 лет 

0,62±0,09  
до 0,64±0,11 

3,09* – 8,29* 0,87± 
0,02 

0,85± 
0,36* 

0,4–05 0,89± 
0,16 

Индекс 
сдвига лей-
коцитов 
крови (по 
Н. И. Яблу-
чанскому) 

До 1 мес. 
0,37±0,11  

до 1,16±0,29 
от 6 мес.  
до 2 лет 

0,58±0,19  
до 0,68±0,14 

3–9 лет 
0,93±0,38  

до 0,95±0,33 

0,98* – 1,62* 2,1* 0,92± 
0,38 

2,5–4,5 1,06± 
0,15 

Лимфоци-
тарный 
индекс 

2–3 мес. 
2,51±0,39  

до 4,29±0,46 
от 1 мес.  
до 4 лет 

3,0 до 3,0 
5 лет и 
старше 

от 1,0 до 2,0 

1,06* – 1,05–1,86* 
(до 2 лет) 
0,56–0,89* 
(3–10 лет) 

0,45* – – 1,02± 
0,18 



248 

Окончание табл. 23.7 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Индекс 
соотно-
шения 
нейтро-
филов и 
лимфо-
цитов 

1–3 мес. 
2,51±0,39  

до 4,29±0,46 
от 5 до 
10 лет 

1,03±0,23  
до 1,98±0,36 

0,99* 0,42±0,05  
(0,16–1,3) 

От 1 мес.  
до 2 лет. 

от 19±0,26 
до 2,11±0,38 

4–6 лет 
от 0,72±0,03 
до 0,78±0,17 

7–10 лет 
от  0,61±0,12 
до 0,69±0,14 

1,03± 
0,01 

0,96± 
0,44 

– – 

Индекс 
соотно-
шения 
нейтро-
филов и 
моноци-
тов 

От 4,09±0,41 
до 6,44±1,17 

13,74* – 14,41–15,74* 

(до 2 лет) 
11,62–16,12* 

(3–10 лет) 

7,62* – От 
31,36±

2,43 
до 

44,13±
3,19 

29,40±
14,07 

Индекс 
соотно-
шения 
лимфо-
цитов и 
моноци-
тов 

До 15 сут. и 
старше 8 лет 

7,63±0,78  
до 8,79±0,83 

от 1 мес.  
до 8 лет 

11,08±1,13 
до 12,69±1,29 

13,85* 24,83± 
4,26 

(5,3–78,0) 

11,7* 3,38* 38,03±
12,59 

17,18±
2,08 

29,67±
14,63 

Примечание: * — значения лейкоцитарных индексов получены рас-
четным методом, исходя из нормальных показателей лейкоцитарной 
формулы животного. 

Межклеточное вещество крови (плазма) 
Особенность крови как жидкой ткани в том, что она 

содержит структуры с низкой молекулярной массы, метод 
их определения выделены в особую группу — биохимиче-
ские методы исследования. 

Биохимические исследования крови отражают струк-
турно-функциональное состояние органов и систем орга-
низма у животных. В практической ветеринарии проводятся 
для выявления болезни на доклинической стадии; для 
подтверждения или исключения диагноза; прогноза, опре-
деления особенностей течения заболевания и его исхода; 
наблюдения за течением заболевания или реакции на лече-
ние, выяснения недочетов в кормлении и содержании жи-
вотных. Чаще всего определяют ферменты (АСТ, АЛТ, 
щелочная фосфатаза, липаза, амилаза), белки, небелковые 
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азотистые компоненты (мочевина, креатинин), пигменты 
(билирубин), показатели углеводного (глюкоза, фруктоза-
мин), липидного (триглицериды, холестерин) и водно-
солевого (натрий, калий, хлор, кальций, магний, фосфор) 
обменов. 

Принцип работы лабораторного биохимического ана-
лизатора крови основан на воздействии химических, физи-
ческих факторов, способных специфически реагировать с 
исходным веществом в образце. Реакция вызывает опреде-
ленный сигнал, который записывается прибором. В основе 
работы биохимических анализаторов лежит метод фото-
метрии. 

Фотометрия позволяет измерять оптическую плот-
ность полупрозрачных образцов биологического материала 
и оценивать количество пропускаемого света, что, в свою 
очередь, дает возможность определить количество исследу-
емого вещества в крови. Методы фотометрии: абсорбцион-
ный — поглощение раствором в фотометре световой 
энергии; нефелометрический — рассеивание световой энер-
гии дисперсной средой в фотометре; флуориметрический — 
излучение раствором энергии, вызванной световой энерги-
ей возбуждения; рефлектометрический — измерение ин-
тенсивности энергии, отраженной от твердофазной среды 
в фотометре; турбидиметрический — сочетание поглоще-
ния и рассеяния световой энергии дисперсной средой;  
хемилюминесцентный — излучение раствором энергии в 
результате химической реакции. 

Используются три группы ветеринарных биохимиче-
ских анализаторов: ручные (автоматически осуществляется 
только измерение сигнала; смешивание, дозирование, инку-
бацию и расчет результатов измерений проводит лаборант, 
процесс проведения исследования занимает длительный 
период времени, требует большого количества реагентов и 
образца); полуавтоматические (автоматически осуществля-
ется измерение сигнала, инкубация и расчет результатов 
исследования, приготовление реакционной смеси (смешива-
ние и дозирование) проводит лаборант, биохимические 
анализаторы могут быть оснащены дополнительными опци-
ями: хранение в памяти результатов измерений, калибровка 
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кривых, печать данных); автоматические (способны произ-
водить анализы в малых объемах биологической жидкости 
с использованием небольшого количества реагентов). 

Таблица 23.8 
Биохимические показатели крови  

(межклеточного вещества) у животных 

Показа-
тель 

Ед. 
измер. 

Крупный 
рогатый 

скот 

Мелкий 
рогатый 

скот 
Свинья Ло-

шадь 
Кро-
лик Собака Кошка 

1 2 3 4 5 6 8 9 10 
Общий 
белок г/л 62–82 59–78 58–83 57–79 54–83 55–75 57–80 

Альбу-
мин % 35–50 23–36 23–40 25–38 24–46 20–40 21,5–32,3 

Азот мо-
чевины ммоль/л 14–21 

Мочеви-
на ммоль/л 3,3–3,6 4,5–9,2 2,9–8,8 3,7–8,8 4,6–10,4 4–8 5,0–10,1 

Креати-
нин мкмоль/л 88–117 76–174 70–208 77–175 44–221 44–139 80,3–148,3 

Щелоч-
ная фос-
фатаза 

ИЕ/л 46–66 27–156 41–176 70–227 4–16 10–100 3,3–33 

Глюкоза ммоль/л 2,5–3,88 2,7–4,2 3,7–6,4 3,5–6,3 4,1–8,5 3,3–6 3,0–6,2 
Билли-
рубин 
общий 

мкмоль/
л 1,71–8,0 0,7–8,6 0,3–8,2 5,4–51 0–12 0,7–8 0,5–6,2 

Билли-
рубин 

прямой 

мкмоль/
л 0,17–3,42 0–5,1 0–2,1 

Холесте-
рол ммоль/л 2,06–4 1,7–3,5 2,1–3,5 1,8–3,7 0,3–2,1 3–6,6 1,7–4,3 

Амилаза Ед./л 41–98 140–270 44–88 47–188 167–315 300–
1500 

456,4–
975,2 

Аланина-
мино-

трансфе-
раза (АЛТ) 

Ед./л 6,9–35 15–44 22–47 2,7–21 48–80 8,2–
57,3 27,5–64,9 

Аспарта-
тамино-

трансфер
аза (АСТ) 

Ед./л 45–110 49–123 15–55 116–
287 14–113 9–50 12,3–59,1 

Кальций 
общий ммоль/л 2,50–3,11 2,3–2,9 

Фосфор ммоль/л 1,45–2,1 1,2–3,1 1,8–3 0,7–1,7 1,3–2,2 1–2 1,3–2,4 
Магний ммоль/л 0,5–1,5 0,8–1,1 0,9–1,4 0,7–1,1  0,7–1,1 0,8–1,2 
Калий ммоль/л 4,1–4,9 4,3–6,3 4,4–6,5 2,8–4,7 3,6–6,9 3,9–5,5 3,8–5,3 

Натрий ммоль/л 113–148 142–160 139–153 133–147 131–155 142–155 142–158 

Железо мкмоль/
л 18,029,0 8,9–31,2 20–44 15–40 
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Определение показателей свертывания крови (коагу-
лометрия): протромбиновое время (ПВ), тромбиновое 
время (ТВ), активированное частичное тромбопластиновое 
время (АЧТВ), концентрация фибриногена — осуществля-
ется с помощью автоматического коагулометра. Коагуло-
грамма дает представление о гемостатическом потенциале 
крови.  

Протромбин — белок, участвующий в образовании 
тромбов, образуется в печени. Тромбиновое время — пока-
затель, характеризующий внешний путь активации гемо-
стаза -время, за которое фибриноген превращается в 
фибрин. В норме процесс занимает от 15 до 18 с. Оценка 
тромбинового времени заключается в определении времени 
свертывания плазмы при добавлении в нее тромбина со 
стандартной активностью, обладающего способностью 
индуцировать превращение фибриногена в фибрин без 
участия других факторов свертывания.  

Увеличение тромбинового времени определяется при: 
ДВС-синдроме; патологии печени; врожденной недостаточ-
ности фибриногена; остром фибринолизе; повышенном 
содержании в крови ингибиторов тромбина (гепарина). 
Укорочение тромбинового времени отмечается при избытке 
фибриногена. Активированное частичное тромбопластино-
вое время (АЧТВ) — характеризует период времени, необ-
ходимый на реакцию тромбоцитов. Показатель 
используется для определения плазменных дефектов обра-
зования тромбопластина. Увеличение АЧТВ наблюдается 
при гипокоагуляции (дефицит факторов гемостаза II, V, VIII, 
IX, XI, XII), ДВС-синдроме, применении гепарина. Укорочение 
АЧТВ свидетельствует об активации гемостаза, увеличении 
активности факторов плазмы. Влияние на концентрацию 
АЧТВ может оказывать высокое содержание липидов в кро-
ви, наличие примесей гепарина в пробе крови. Увеличение 
тромбопластинового времени характеризует склонность к 
неконтролируемому кровотечению, долгой свертываемость 
крови, наблюдается при дефиците тканевого тромбопла-
стина; избыточном содержании ингибиторов свертывания; 
ДВС-синдроме. 
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Фибриноген — белок, синтезирующийся в печени и под 
действием XIII фактора свертываемости, превращающийся 
в фибрин, чьи нити являются основой для образования 
тромба. Увеличение содержания: травмы, хирургические 
вмешательства, ожоги; при беременности и после родов; 
болезни легких; рак, пневмонии; гипотиреозе; острые ин-
фекционные болезни; начальные стадии ДВС-синдрома. 
Уменьшение содержания: наследственный дефицит фибри-
ногена; ДВС-синдром; тяжелые гепатопатия; отравления. 

 
Таблица 23.9 

Коагулограмма крови у разных видов животных в норме 
Вид  

животных 
Тромбоциты, 

103/л АЧТВ, с ПВ, с ТВ, с Фибриноген, 
г/л 

Собаки 200–460 9–18 6–10 – 1–3,7 
Кошки 200–600 12–35 8–12 – 1–3,7 

Крупный 
рогатый 

скот 
270–510 34±3,65 25,95±1,23 22,93±0,87 2,65±0,35 

Овца 270–510 26,2 (23,9; 
30,5) 

Протромбин, % 
85,4 (75,2; 

108,5) 

12,3 (11,7; 
13,7) 2,2 (1,7; 3,3) 

Коза 540–1000 – – – – 
Верблюд 360–790 – – – – 

Северный 
олень 200–500 – – – – 

Лошадь 250–600 40,08±1,71 13,59±0,85 22,47±1,85 1,72±0,13 
Осел 300–500 – – – – 
Мул 240–400 – – – – 

Свинья 180–300     
Крысы 
Wistar  23,57–

43,57 7,39–18,21 44,76–61,1 1,11–2,95 

Нерпа 
байкальская 360–630 – – – – 

23.2. Морфология мочи 
Общий анализ мочи — вид лабораторного исследова-

ния, который включает в себя оценку физико-химических 
характеристик мочи и микроскопию мочевого осадка. Мо-
ча — конечный продукт деятельности почек. С мочой из 
организма выводятся конечные продукты метаболизма 
белков, нуклеиновых кислот. Исследование мочи использу-
ется в клинической практике для скрининга и диагностики 
заболеваний почек и мочевых путей.  
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Определение физических свойств  
и компонентов мочи 

Количество мочи измеряется с помощью мензурок или 
мерных цилиндров. В норме за сутки крупный рогатый скот 
выделяет 6–12 литров мочи. Цвет мочи определяют в ци-
линдре на белом фоне при дневном свете. У здоровых жи-
вотных цвет мочи соломенно-желтый. Он обусловлен 
содержанием в ней мочевого пигмента — урохрома. Изме-
нение цвета может быть результатом выделения красящих 
соединений, образующихся в ходе органических изменений 
или под воздействием компонентов рациона питания, при-
нимавшихся лекарств, контрастных средств. Относительная 
плотность измеряется с помощью урометра со шкалой 
1,000...1,060 или парными урометрами, один из которых со 
шкалой 1,000–1,030, другой — 1,030...1,060. У здоровых 
животных относительная плотность мочи может колебаться 
пределах 1,015–1,045. В норме запах мочи специфичен для 
каждого вида животных. Чем выше концентрация мочи, тем 
сильнее выражен ее характерный запах. Водянистая моча 
при полиурии почти совсем лишена запаха. Чтобы опреде-
лить консистенцию, мочу переливают из сосуда в сосуд. 
В норме у животных всех видов (кроме однокопытных) моча 
водянистая. У здоровых лошадей, мулов, ослов вследствие 
примеси муцина моча характеризуется слизистыми свой-
ствами и при переливании растягивается в длинные тонкие 
нити. Для оценки прозрачности мочи используют прозрач-
ную посуду. Лучше это делать при дневном свете. Свежая 
моча от здоровых животных — прозрачная (за исключением 
однокопытных). В постоявшей моче образуется помутнение 
в виде облачка, состоящего из мукоида — слизи мочевыво-
дящих путей и щелочных фосфатов. 

Определение компонентов мочи 
Нормальные значения содержания лейкоцитов не долж-

ны превышать 0–3 клетки в поле зрения. Повышенное содер-
жание указывает на воспаление и инфекцию мочевыводящих 
путей, наличие камней, возможно на неоплазию. Выявление 
эритроцитов (гематурия, или кровь в моче) или их производ-
ного гемоглобина (гемоглобинурия) вначале определяют  
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по тест-полоске. Реакция на кровь должна быть отрица-
тельной. Независимо от показаний тест-полоски произво-
дится микроскопическое исследование осадка мочи на 
наличие эритроцитов. В норме содержание эритроцитов 
колеблется от 0 до 5 эритроцитов в поле зрения. 

Кетоны в моче (кетонурия) в норме не определяются. 
Кетонурия появляется при нарушении углеводного, жиро-
вого или белкового обмена. Истощение, голодание и сахар-
ный диабет относятся к наиболее частым причинам 
обнаружения кетонов в моче. Белок в моче (протеинурия) 
сопровождает практически любое патологическое состоя-
ние почек. У здоровых животных белок отсутствует. Били-
рубин в моче (билирубинурия) в норме тест-полосками не 
выявляется. Наиболее распространенные причины сильной 
гипербилирубинурии — заболевание печени, обструкция 
желчного протока, гемолитические нарушения. Увеличение 
показателя говорит о наличии обтурационной или парен-
химатозной желтухи. Гемолитическая желтуха не приводит 
к билирубинемии. Глюкоза в моче (глюкозурия) в норме 
у животных отсутствует. Появление глюкозы в моче может 
свидетельствовать о наиболее часто встречаемом заболева-
нии у животных сахарном диабете. При этом всегда нужно 
измерять уровень глюкозы в крови. рН мочи указывает, 
кислой, нейтральной или щелочной является ее реакция. 
Повышение рН наблюдается при циститах, пиелитах, после 
рвоты и поноса, при рассасывании транссудатов и экссуда-
тов; понижение — при диабете, лихорадочных состояниях, 
голодании, при почечной недостаточности, лейкозах, гипо-
калиемии. 

Микроскопия осадка мочи 
Микроскопическое исследование мочи является ча-

стью общего анализа мочи. Для приготовления препарата 
обычно используют 5–10 мл мочи. Моча центрифугируется 
10–15 мин при 1500–2000 об./мин. После центрифугирова-
ния жидкость сливается быстрым движением, оставшийся 
осадок аккуратно размешивается пипеткой. Небольшую 
каплю помещают на предметное стекло и накрывают по-
кровным стеклом. Микроскопия производится сначала под 
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малым, а затем под большим увеличением. Микроскопия 
может проводиться ориентировочным и количественным 
методами.  

Количественные методы используются для диагно-
стики скрытых воспалительных процессов и контроля про-
водимого лечения. К количественным методам осадка мочи 
относят: метод Каковского — Аддиса (определение количе-
ства эритроцитов, лейкоцитов и цилиндров в течение су-
ток); метод Нечипоренко (определение эритроцитов, 
лейкоцитов и цилиндров в 1 мл мочи); метод Амбурже (вы-
деление элементов в минуту, рассчитанное при сборе мочи 
за 3 ч). Ориентировочный метод является наиболее распро-
страненным, но менее точным и дает лишь приблизитель-
ное представление о содержании элементов в осадке. 

При микроскопии осадка мочи различают неизменен-
ные и измененные эритроциты. В норме в моче могут при-
сутствовать единичные неизмененные эритроциты, 
повышенное их количество (более 3 клеток в поле зрения) 
называется эритроцитурией. Неизмененные эритроциты 
представляют собой безъядерные дисковидные клетки 
зеленовато-желтого цвета с углублением в середине. Ядра 
отсутствуют у собак и кошек, но присутствуют у некоторых 
экзотических видов животных. Неизмененные эритроциты 
обнаруживаются в слабокислой, нейтральной или слабоще-
лочной моче, характерны для внепочечной гематурии. 

Величина лейкоцитов в моче превышает размер эрит-
роцитов в 1,5–2 раза. В свежей моче с нормальной или уве-
личенной относительной плотностью лейкоциты выглядят 
как серые, овальные или зернистые клетки. В пробах с по-
ниженной относительной плотностью лейкоциты набухают 
и становятся более прозрачными. У здоровых животных 
количество лейкоцитов колеблется от 0 до 2 в поле зрения. 
При длительном хранении мочи, содержащей большое ко-
личества бактерий, в лейкоцитах наблюдаются дегенера-
тивные изменения, что приводит к их распаду. 

В мочевом осадке могут присутствовать эпителиаль-
ные клетки в результате их десквамации с эпителия на 
различных этапах мочевыводящих: однослойный кубиче-
ский, переходный (многорядный) призматический, много-
слойный плоский ороговевающий эпителий 
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Цилиндры представляют собой элементы организован-
ного осадка мочи, имеющие белковое или клеточное проис-
хождение. В мочевом осадке различают следующие виды 
цилиндров: гиалиновые, восковидные, зернистые, эпители-
альные, эритроцитарные, лейкоцитарные, пигментные. 

Моча здоровых животных в мочевом пузыре стериль-
на. Микрофлоры в нормальной моче быть не должно. Мик-
роорганизмы в моче могут быть причиной инфекции 
мочевыводящих путей. Отсутствие бактерий в осадке мочи 
не исключает инфекцию. Посев мочи на питательные среды 
необходим для определения значимости бактериурии.  

Слизь в небольшом количестве является нормальным 
секретом слизистых желез мочевыводящих путей.  

К неорганизованному осадку относятся все соли, орга-
нические соединения и лекарственные вещества, осевшие 
в моче в виде кристаллов или аморфных тел. Характер со-
лей, выпавших в осадок, зависит не столько от их концен-
трации в моче, сколько от коллоидного состояния, pH 
и других свойств мочи. 

Осадки кислой мочи обусловлены мочевой кислотой и 
уратами. Осадки щелочной мочи: кислым мочекислым аммо-
нием, аморфными фосфатами, трипельфосфатами, углекис-
лым кальцием, нейтральны фосфорнокислым магний. Осадки, 
встречающиеся в кислой и щелочной моче, определяются 
содержанием щавелевокислой извести (оксалаты), нейтраль-
но фосфорнокислой известью. В осадках редко встречаются 
цистин, тирозин лейцин, жирные кислоты, холестерин, били-
рубин, гематоидин, ксантин, гемосидерин, жир. 

23.3. Морфология  
спинномозговой жидкости 

Спинномозговая жидкость (СМЖ, ликвор) — жидкая 
среда, циркулирующая в полостях желудочков головного 
мозга, ликворопроводящих путях, субарахноидальном про-
странстве головного и спинного мозга. Ликвор образуется 
в желудочках мозга путем диффузии плазмы крови через 
стенки сосудов (20 %), а также секретируется клетками 
сосудистых сплетений (80 %). Из желудочков она поступает 
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в цистерны мозга и субарахноидальное пространство, вхо-
дит в состав дренажной системы мозга. Ликвор, полученный 
путем спинномозговой пункции, называют спинномозговой 
жидкостью (СМЖ). 

Для получения СМЖ производится люмбальная пунк-
ция. Прежде чем начать собирать жидкость для лаборатор-
ных исследований, измеряют ее давление. Оно должно быть 
в пределах 90–180 мм в. ст. Сначала берут 1–2 мл СМЖ. 
Заметное снижение давления компрессии спинного мозга. 
В таких случаях сбор жидкости прекращают. Больные жи-
вотные с частичным или полным блоком спинномозгового 
канала могут иметь низкое ликворное давление (менее 
80 мм в. ст.), которое может упасть до нуля при взятии толь-
ко 1 мл СМЖ. В этом случае ее сбор также прекращают. Если 
давление нормальное или заметно не меняется при взятии 
1–2 мл жидкости, то ее можно брать еще. Обычно жидкость 
собирают в три отдельные стерильные пластиковые пробир-
ки с пробками: для клинического анализа, для биохимических 
и серологических исследований, для бактериологического 
анализа. Для клинического и биохимического анализа соби-
рают первые 1–2 мл СМЖ. Для бактериологического посева 
используют следующую порцию жидкости в количестве  
2–5 мл. При подозрении на туберкулезную или грибковую 
этиологию менингита следует брать не менее 10 мл СМЖ. 
Пробирки снабжают этикетками с данными о пациенте. 
Обычно после взятия 10–20 мл СМЖ давление составляет 
40–90 мм рт. ст. Полученные пробы немедленно доставляют 
в лабораторию.  

Общеклиническое исследование СМЖ включает опре-
деление ее физико-химических свойств и клеточного соста-
ва. В норме СМЖ прозрачна, бесцветна, имеет постоянный 
удельный вес 1,006–1,007 и слабощелочную реакцию  
рН = 7,4–7,6. Химический состав СМЖ сходен с составом 
сыворотки крови: 89–90 % составляет вода, 10–11 % — 
сухой остаток, который содержит органические и неоргани-
ческие вещества, принимающие участие в метаболизме мозга. 
Органические вещества СМЖ представлены белками, амино-
кислотами, углеводами, мочевиной, гликопротеидами и ли-
попротеидами; неорганические вещества — электролитами, 
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неорганическим фосфором и микроэлементами. Белок СМЖ 
представлен альбуминами и различными фракциями глобу-
линов. По сравнению с плазмой крови в СМЖ отмечается 
более высокое содержание хлоридов, магния, но меньшее 
содержание глюкозы, калия, кальция, фосфора и мочевины. 
Количество клеток (цитоз) в СМЖ в норме не превышает  
2–3×106/л, это лимфоциты, клетки арахноидэндотелия, 
эпендимы желудочков головного мозга, макрофаги. Плео-
цитоз (увеличение количества клеток в ликворе) выявляет-
ся при патологических состояниях мозга; нейтрофилы 
наблюдаются при попадании свежей крови в ликвор при 
операциях на мозге, остром воспалении; измененные 
нейтрофилы — при воспалительном процессе. 

23.4. Морфология молочного секрета 
«Природа сама себе приготовила пищу… молоко — это 

созданный самой природой продукт питания, который по 
своей биологической ценности не имеет равных» (академик 
И. П. Павлов). 

Молоко — ценнейший продукт питания животных 
и человека всех возрастов, это уникальная, самая полноцен-
ная жидкость, имеющая сложный химический состав.  

По своей питательной ценности молоко превосходит все 
другие биологические жидкости, встречающиеся в природе. 
Оно содержит все необходимые питательные вещества — 
белки, жиры, углеводы, витамины, соли и микроэлементы, 
воду и другие вещества в таких количествах и соотноше-
ниях, которые наиболее полно отвечают потребностям 
быстро растущего организма. Кроме того, сырое молоко 
содержит ферменты, которые при попадании с молоком 
в пищеварительный тракт дополняют действие ферментов 
пищеварительных соков. В нем содержатся гормоны, кото-
рые принимают участие в обменных процессах и иммун-
ные глобулины, имеющие значение для защитных 
функций организма. 

Количество этих веществ в молоке зависит от многих 
факторов: вида млекопитающего, породных особенностей, 
типа кормления, индивидуальных особенностей организма, 
времени и числа лактации.  
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Клеточный состав молока представлен клетками: мак-
рофагами, лимфоцитами, нейтрофилами, гранулоцитами 
и эпителиальными клетками. В табл. 23.10 представлены 
экспериментальные данные, демонстрирующие количе-
ственный и видовой состав соматических клеток молока 
у здоровых лактирующих коров с 1 по 10-й день лактации. 

 
Таблица 23.10 

Количество и видовой состав соматических клеток молока  
у здоровых лактирующих коров [43] 

№ 
п/п 

Клеточный 
состав 

Количество клеток в 1,0 мл молока (млн) 
Здоровые доли вымени 

1-й день 3-й день 5-й день 7-й день 10-й день 

1 Кол-во 
клеток 

0,277± 
0,138 

0,212± 
0,039 

0,217± 
0,117 

0,238± 
0,069 

0,182± 
0,003 

2 Малые  
э. кл. 

0,16± 
0,05 

0,043± 
0,013 

0,095± 
0,056 

0,065± 
0,021 

0,034± 
0,013 

3 Средние  
э. кл. 

0,03± 
0,021 

0,008± 
0,001 

0,013± 
0,002 

0,008± 
0,004 

0,008± 
0,001 

4 Большие  
э. кл. – – – – – 

5 Нейтрофи-
лы 

0,017± 
0,002 

0,047± 
0,03 

0,082± 
0,069 

0,060± 
0,04 

0,043± 
0,017 

6 Лимфоциты 0,108± 
0,099 

0,79± 
0,021 

0,86± 
0,008 

0,106± 
0,017 

0,113± 
0,002 

7 Моноциты 0,004 – – – – 

8 Разные 
клетки 

0,030± 
0,026 

0,013± 
0,004 

0,021± 
0,013 

0,008± 
0,002 

0,013± 
0,004 

9 Фагоциты – 0,008 0,004 0,004 – 
 

Установлено, что в секрете молочной железы, полу-
ченном от здоровых коров, содержание соматических кле-
ток в 1,0 мл варьирует от 182 тыс. до 277 тыс. Преобладают 
малые эпителиальные клетки (58,0 %) и лимфоциты 
(38,7 %). Фагоциты отсутствуют. В последующие сроки 
содержание средних эпителиальных клеток снижается, 
а нейтрофилов повышается (с 22,5 до 42,0 %). Повышается 
относительное содержание разных клеток. На протяжении 
опыта содержание лимфоцитов в секрете долей вымени 
остается на одном уровне. На рис. 23.1 представлены клетки 
типы, встречающиеся в молоке. 
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Рис. 23.1. Клетки, встречающиеся в молоке: 1 — лимфоцит;  
2 — сегментоядерные клетки; 3 — базофил; 4 — моноцит;  

5 — макрофаг; 6 — эпителиальная клетка; 7 — пенистая клетка. 
Масштабная линейка — 10 мкм [43] 

 
Межклеточное вещество резко доминирует по объему 

и занимает от 70 до 90 %. Сравнительный анализ химиче-
ского состава межклеточного вещества молока у разных 
видов млекопитающих представлен в табл. 23.11. 

 
Таблица 23.11 

Химический состав молока у разных видов млекопитающих 

Вид живот-
ного 

Химический состав молока (%) 
Сухие 

вещества Жир Общий 
белок Углеводы Минеральные 

соли 
1 2 3 4 5 6 

Крупный 
рогатый 

скот 
12,5 3,8 3,3 4,7 0,7 

Овцы 17,9 6,7 5,8 4,6 0,8 
Козы 13,0 4,1 3,5 4,6 0,8 

Лошади 10,0 1,0 2,0 6,7 0,3 
Буйволы 18,7 8,7 4,3 4,9 0,8 

Зебу 16,4 7,7 4,3 3,6 0,8 
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Окончание табл. 23.11 
Яки 18,0 6,5 5,0 5,6 0,9 

Верблюды 13,6 4,5 3,5 4,9 0,7 
Лоси 32,2 11,0 15,0 3,6 1,6 
Ламы 13,5 3,2 3,9 5,6 0,8 
Ослы 9,2 1,1 1,7 6,0 0,4 

Слоны 30,0 19,0 3,2 7,2 0,6 
Свиньи 16,2 4,5 7,5 3,2 1,0 
Собаки 20,6 8,5 7,0 4,0 1,1 
Кошки 18,8 3,5 9,2 5,0 1,1 

Дельфины 52,6 45,0 5,6 1,4 0,6 
Киты 56,4 42,0 12,0 1,5 0,9 

Человек 13,0 3,5 1,1 7,5 0,9 
 

Наиболее жирное молоко отмечается у водных млеко-
питающих (дельфины — 45 %, киты — 42 %), а среди 
наземных млекопитающих сильно коррелирующим факто-
ром выступает размер животного и продолжительность 
роста. Так, самое жирное молоко наблюдается у самок сло-
нов (19 %), лосей (11 %), буйволов (8,7 %), зебу (7,7 %), яков 
(6,5 %), овец и коз (6,7 и 4,1 %), свиней (4,5 %) у мозолено-
гих (верблюды и лама — 4,5 и 3,2 % соответственно. 

По показателю содержания белка в молоке размер жи-
вотного имеет меньшее значение. Так, самое большое со-
держание белка в молоке выявляется у самок лосей (15 %) 
и китов (12 %). При этом следует отметить повышенное 
содержание белка в молоке для всех хищных и всеядных 
животных: у собаки (7 %) и у свиньи (7,5 %). Это можно 
связать с тем, что они поглощают большое количество бел-
ка с пищей (например, зоопланктон, которым питаются 
киты; белковое питание кошек, собак и свиней). Но если 
рассматривать жирность молока только с этой точки зре-
ния, то на этом фоне очень сильно выбиваются показатели 
у самок лосей (травоядные животные), у которых содержа-
ние белка составляет 15 %. 

Содержание углеводов в молоке коррелирует у назем-
ных и водных млекопитающих, то есть обусловлено средой 
обитания. Так у последних (у самок китов и дельфинов) его 
содержание намного меньше (1,5 и 1,4 % соответственно),  
а у наземных наблюдается в пределах от 3,2 % у свиней  
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и до 6,7 % у лошадей и 7,2 % у самок слонов. Естественно 
предположить, что различия между водными и наземными 
млекопитающими связаны с их образом жизни. Подобную 
корреляцию (отрицательную) можно наблюдать, сравнивая 
показатели содержания углеводов и жира в молоке. Напри-
мер, у самок китов и дельфинов много жира и мало углево-
дов в молоке. У лошадей и ослиц с нежирным молоком 
имеется относительно высокое содержание углеводов, как 
и в относительно нежирном женском молоке отмечается 
наибольшее содержание углеводов среди представленных 
млекопитающих. 

Минеральный состав молока у всех представителям 
млекопитающих независимо от занимаемой экологической 
ниши и особенностей образа жизни (травоядные, всеядные, 
водные, наземные) имеет невысокие значения и варьирует 
в основном в пределах от 0,3 % у лошадей до 0,9 % у самок 
яка. Отдельно следует выделить показатель молока у самок 
лосей, у которых минеральные вещества составляют 1,6 % 
в сочетании с достаточно высоким содержанием жира 
(11 %) и белка (15 %). В целом отсутствие значительных 
колебаний в минеральном составе молока различных видов 
животных говорит о консерватизме данного показателя для 
всех представителей класса млекопитающие и отражает 
общие закономерности их онтогенеза.  

Молоко представляет собой дисперсную систему, со-
стоящую из распределенных в ней частиц разной степени 
дисперсности. Молочный сахар и минеральные соли полно-
стью растворены в жидкой среде; белки и органические 
соли находятся в коллоидном состоянии, в виде шариков. 

Нормальное молоко имеет белый или желтоватый 
цвет, сладковатый вкус. Белый цвет обусловлен эмульсией 
липидов, а также присутствием кальциевой соли казеина. 
Наблюдаемый иногда желтый цвет создается наличием 
каротидных пигментов.  

Плотность свежего цельного молока колеблется в пре-
делах 1,026–1,040 г/мл, рН — 6,5–7,4. Щелочной буфер мо-
лока, как и плазмы крови, выше, чем кислотный. Вязкость 
молока в 1,6–2,2 раза выше вязкости воды, что обусловлено 
коллоидным состоянием белка. Поверхностное натяжение 
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ниже, чем у воды. Точка замерзания молока ниже нуля  
(–0,55 °С), осмотическое давление составляет 6,6 атм.  

Молоко у каждого вида млекопитающих имеет уни-
кальный состав, который формировался на протяжении 
миллионов лет в соответствии с потребностями детенышей 
этого вида. В табл. 23.12 представлен усредненный состав 
молока и молозива коровьего и женского молока. 

 
Таблица 23.12 

Усредненный состав молока и молозива  
коровьего и женского молока 

Компоненты,  
г/100 г молока 

Молозиво Молоко 
женское коровье Женское Коровье 

Жир 3,0 3,6 3,8 3,5 
СОМО – 18,5 – 8,6 
Белок 2,3 14,3 1,2 3,25 

Казеин 1,2 5,2 0,4 2,6 
Альбумины – 1,5 – 0,47 

β-лактальбумин – 0,8 – 0,3 
α-лактальбумин – 0,27 0,3 0,13 

Сывороточный альбумин – 0,13 – 0,04 
Иммуноглобулины – 5,5–6,8 – 0,09 

Лактоза – 3,10 – 4,6 
Зола 0,31 0,97 0,21 0,75 

Са 0,05 0,26 0,03 0,13 
Р 0,02 0,24 0,02 0,11 

 
Секрет молочной железы в последние дни беременно-

сти и в первые пять-семь суток после родов называется 
молозиво (colostrum). Молозиво, в сущности, является мо-
локом, обогащенным иммунологическими белками, или 
антителами, также называемыми иммуноглобулинами, 
существующими в крови. Новорожденные не могут перера-
батывать большое количество воды, поэтому молозива 
выделяется мало. 

Молозиво по химическому составу сходно с кровью 
и представляет для новорожденного пищу, мало отличаю-
щуюся от той, которую он использовал во время утробного 
период развития. Состав и свойства молозива изменяются 
постепенно, чтобы новорожденный постепенно привык  
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к пище, отличной от той, которую он получал в утробный 
период. Глобулин молозива попадает в кровь новорожден-
ного, обеспечивая защиту организма от бактерий с первых 
часов жизни. Антитоксины защищают организм от заразных 
болезнетворных агентов. Молозиво благодаря повышенному 
содержанию солей магния обладает послабляющими свой-
ствами, усиливает перистальтику кишечника, нормализует 
ферментативную и всасывательную функции пищевари-
тельного тракта, что способствует удалению первородного 
кала (мекония). 

До недавнего времени молозиво рассматривали почти 
исключительно как источник иммуноглобулинов, необхо-
димых теленку в первые часы внеутробной жизни для ста-
новления пассивного иммунитета. Однако в настоящее 
время молозиву придают большое значение также и как 
источнику высокоценных легкоусвояемых белков. Помимо 
ценных питательных веществ, молозиво содержит большое 
количество лейкоцитов, ростовых факторов и цитокинов. 
Факторы роста, содержащиеся в молозиве, способствуют 
анаболизму и стимулируют пролиферацию клеток, что 
способствует большим приростам живой массы.  

По биохимическому составу и питательной ценности 
оно резко отличается от молока и является ценнейшим 
и незаменимым продуктом питания детенышей в первые 
дни их жизни.  

Молозиво — желтоватая, густая, вязкая жидкость, 
с солоноватым вкусом и специфическим запахом. Оно со-
держит меньше лактозы, жира и водорастворимых витами-
нов, чем само молоко, но больше белка, минеральных 
веществ, таких как Na+, Zn2+, Mg2+. 

Первые порции молозива имеют сладковато-солонова-
тый вкус, цвет от желтого до желто-бурого; через 3–4 суток 
цвет молозива становится таким же, как у обычного молока. 
Желтый цвет молозива обусловлен высоким содержанием 
каротина. Консистенция его густая, тягучая, иногда зернистая  

Молозиво имеет высокую биологическую ценность и 
калорийность. В нем содержится в два раза больше, чем 
в молоке, сухих веществ, а также большее количество бел-
ков, минеральных веществ, витаминов и меньшее — лакто-
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зы. Резко отличается от нормального молока по органолеп-
тическим свойствам, химическому составу и физиологиче-
скому действию на организм телят. Белки молозива более 
полноценны, чем белки зрелого молока. Около половины 
белков молозива составляют глобулины, лежащие в основе 
иммунных антител.  

Содержание белка в молозиве составляет до 20 %, то-
гда как в коровьем молоке — около 4 %. Причем около по-
ловины белков составляют глобулины. В молозиве так 
высоко содержание иммуноглобулинов, лизоцима и других 
защитных факторов, что позволяет рассматривать его не 
только как продукт питания, но и как своего рода лекарство. 
Роль иммуноглобулинов заключается в том, что они покры-
вают незрелую поверхность кишечника новорожденных 
и тем самым образуют защитный слой от бактерий, вирусов, 
паразитов и других патогенных микроорганизмов. При 
исключении молозива из пищи поросят они почти все без 
исключения погибают от инфекционных болезней.  

Из минеральных веществ в нем больше, чем в молоке, 
кальция, фосфора, йода, железа и других солей. В молозиве 
много витаминов А, В, С, D, Е. Молозиво содержит также 
факторы роста белковой природы. Они стимулируют пост-
натальный органогенез, развитие и функцию различных 
систем новорожденного. 

Белок молока имеет все необходимые для жизни мле-
копитающих аминокислоты. Около 80 % всех белков молока 
приходится на долю казеина, он ответственен за связыва-
ние двух важных минеральных веществ — ионов кальция 
и фосфора, и доставке их в организм новорожденных. Кроме 
того, в молоке содержатся a-лактальбумины и лактглобули-
ны, которые составляют 14–24 % от общего количества 
белка молока, ферменты (пероксидаза, липаза, фосфатаза, 
лактаза, амилаза, редуктаза). 

В коровьем молоке преобладает казеин (76–86 % от 
общего содержания белка) в форме a-казеина. Соотношение 
альбумина и казеина в коровьем молоке составляет 1:4. Для 
синтеза липопротеинов вместе с азотистыми компонентами 
используются триглицериды крови.  
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Из небелковых азотсодержащих соединений молоко 
имеет продукты белкового обмена — мочевину, молочную 
кислоту, пуриновые основания, креатин, креатинин, амми-
ак. Предшественниками белков молока являются свобод-
ные аминокислоты, пептиды крови и некоторые 
заменимые аминокислоты. Содержание белка в молоке 
зависит от видовых, породных, возрастных и индивиду-
альных особенностей млекопитающих, а также условий 
кормления и содержания.  

Содержание жиров в молозиве составляет 2 %, в зре-
лом молоке их концентрация доходит до 4,0–4,5 %. Биоло-
гическая ценность жира, прежде всего, заключается в его 
высокой калорийности. Вместе с жирами новорожденный 
получает жирорастворимые витамины — A, D, К, Е. Кроме 
того, с жирами в организм поступают и такие биологически 
важные вещества, как фосфатиды — лецитин и входящий в 
его состав холин; а также стерины — холестерин. Фосфати-
ды способствуют лучшему перевариванию и стимулируют 
обмен жиров. Лецитины и холин обладают липотропным 
действием, они препятствуют накоплению жира в печени. 
Коэффициент усвоения жира коровьего молока на 1-й неде-
ле жизни составляет — 60 %. Коровье молоко содержит — 
коротко цепочные и средне-цепочные кислоты. Наличие 
липазы в молоке определяет высокую его усвояемость.  

Основная функция, которую выполняют углеводы 
пищи — снабжение организма энергией. Потребность в 
углеводах зависит от возраста и от энергетических трат 
организма.  

Молочный сахар — лактоза — состоит из глюкозы и 
галактозы, образуется из углеводов крови, которые нахо-
дятся в ней в свободном состоянии (глюкоза и другие моно-
сахариды), а также в виде углеводно-белковых комплексов 
(гликопротеидов). Под влиянием молочнокислых бактерий 
из лактозы образуется молочная кислота, которая способ-
ствует створаживанию молока. 

В коровьем молоке содержится a-лактоза, количество 
ее равно 4–4,5 %. Лактоза не только является источником 
энергии в организме, она также оказывает влияние на пи-
щеварительные процессы и характер микрофлоры кишеч-
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ника, кроме того, расщепившись, используется на синтез 
галактолипидов, ганглиозидов и цереброзидов. Поэтому, 
появление ассоциативных связей между нейронами и, ко-
нечно же, процесс восприятия окружающей среды находит-
ся в зависимости от поступления в организм галактозы, 
являющейся компонентом лактозы. 

Минеральные вещества в молоке представлены соля-
ми неорганических и органических кислот (около 1 %) 
и содержатся в легкоусвояемой форме. Минеральные веще-
ства обеспечивают построение костной ткани, входят в 
состав гормонов, ферментов и витаминов. В молоке обнару-
жено до 80 элементов, из которых преобладают кальций, 
калий, фосфор, натрий, магний железо, сера, магний, хром, 
кобальт, марганец, йод. Большое значение имеют соли 
кальция, поступающие из молока и молочных продуктов. 
Около 22 % всего количества кальция прочно связано с 
казеином (от его содержания зависят размер казеиновых 
мицелл и их устойчивость), остальные 78 % составляют 
фосфаты и цитраты. Большая часть этих солей (в основном 
фосфаты кальция) содержится в коллоидном состоянии 
(в виде агрегатов молекул) и небольшая часть (около 
30 %) — в виде истинного раствора. Содержание минераль-
ных веществ в молоке не является постоянным и зависит от 
ряда факторов (стадия лактации, рацион питания, генетиче-
ские факторы).  

Значение минеральных солей для организма очень ве-
лико, так как они не только участвуют в образовании кост-
ной ткани, но и являются регуляторами важнейших 
процессов обмена на клеточном уровне. 

В молоке находятся почти все жирорастворимые (A, D, 
E, K) и водорастворимые (B1, B2, В3, В6, В12, РР, С, Н, холин, 
фолиевая кислота и др.) витамины. Содержание витаминов 
в молоке подвержено колебаниям в зависимости от периода 
лактации (больше в молозиве), вида млекопитающего, 
рациона питания и времени года. Также влияют условия 
хранения и транспортирования, от которых зависит количе-
ство посторонней микрофлоры, способной разрушить вита-
минный комплекс. Важна и термическая обработка. При 
пастеризации и кратковременной обработке высокими 
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температурами существенных изменений не происходит, но, 
например, стерилизация может вызвать деградацию вита-
минов.  

Витамин А (ретинол). В коровьем молоке его концен-
трация составляет — 28 мкг/дл. В кисломолочных продук-
тах содержание этого витамина на 10–33 % больше 
(результат жизнедеятельности микроорганизмов). 

Витамин D. Недостаток витамина D в пище вызывает 
замедление отложения кальция в костях, понижение скоро-
сти всасывания солей кальция и фосфора из пищеваритель-
ного канала в кровь и тем самым способствует глубоким 
расстройствам фосфорно-кальциевого обмена в организме. 
Содержание его в коровьем молоке — 2 МЕ, причем летом 
больше, чем в зимний период. 

Витамин Е (токоферол). В коровьем молоке его сред-
нее содержание составляет 9 мг/дл. Витамин К участвует 
в процессах свертывания крови, стимулирует кроветворе-
ние и улучшает процессы обмена веществ. Содержание его в 
молоке незначительно. К витаминам группы В относятся 
15 витаминов. Наиболее важны для организма витамины 
B1, В2, B3, В6 и В12. Недостаток в организме витамина B12 
приводит к возникновению тяжелой злокачественной ане-
мии. Среднее содержание его в молоке 0,1 мкг/дл. Концен-
трация биотина в молоке составляет 0,8 мкг/дл, В3 — 
65 мкг/мл, витамина С — 4 мг/дл. Молоко содержит и дру-
гие витамины, однако их количество не так велико.  

Молоко и молозиво содержат около 60 ферментов, 
большинство из которых имеют эндогенное происхождение. 
Защитную функцию выполняют лактопероксидаза (ее ак-
тивность быстро повышается после отела и достигает пика 
на 4-й день лактации, затем постепенно снижается), лизо-
цим, супероксиддисмутаза, N-ацетил-β-глюкозаминидаза. 
Активность щелочной фосфатазы и N-ацетил-β-глюко-
заминидазы в молозиве соответственно в 5 и 20 раз выше, 
чем в молоке. Поскольку численность соматических клеток 
(представленных преимущественно лейкоцитами) в моло-
зиве на порядок выше, чем в молоке, активность ферментов, 
содержащихся в лейкоцитах, также значительно выше в 
молозиве. К ферментам, имеющим преимущественно лей-
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коцитарное происхождение, относят кислую протеиназу 
катепсин D, N-ацетилглюкозаминидазу, β-глюкозидазу,  
β-галактозидазу и α-фукозидазу.  

Молоко и молозиво содержат также широкий спектр 
ингибиторов ферментов, защищающих, в частности, секре-
торные клетки и белки молока (молозива) от протеолити-
ческого действия протеаз лейкоцитов. Концентрация этих 
ингибиторов, так же, как и протеолитических ферментов, 
наиболее высока в первых порциях молозива и затем быст-
ро снижается.  

В молозиве содержатся гормоны (гормон роста, рили-
зинг-фактор гонадотропина, инсулин, пролактин, тиреоид-
ные гормоны, кортизол), факторы роста, простагландины, 
ферменты, цитокины (фактор некроза опухолей), белки 
острой фазы (а1-гликопротеин), нуклеотиды, полиамины, 
провитамины (каротин), витамины (А, D, Е, группы В), 
а также большой набор биологически активных пептидов 
(лактоферрин, трансферрин). 

Большинство перечисленных веществ содержится и в 
молоке, но зачастую в количестве, на порядок или два-три 
порядка меньшем, чем в молозиве. 

Факторы — MDGFI, MDGFII, факторы роста фибробла-
стов (fibroblast growth factors), тромбоцитарный фактор 
роста (plated-derived growth factor, PDGF) и бомбазин. Ис-
точником этих полипептидов может быть плазма крови или 
молочная железа, или то и другое. Биологическое значение 
этих активных веществ в молозиве и «зрелом» молоке вы-
яснено недостаточно. Их мишенью может быть, как молоч-
ная железа, так и новорожденный. Возможно, что они, 
способствуя пролиферации клеток, влияют на рост желези-
стого эпителия в молочной железе. Часть из них попадает 
в молоко в результате их синтеза в клетках молочной желе-
зы, а некоторые образуются непосредственно в молоке 
различными микроорганизмами. Молоко всегда содержит 
некоторое количество микробов, которые в процессе своей 
жизнедеятельности выделяют ферменты и другие веще-
ства, изменяющие состав и свойства молока.  

В молоке обнаружены липаза, лактаза, фосфатаза, ре-
дуктаза, пероксидаза, каталаза, трипсин, трипсиноген, лизо-
цим и др. Липаза вызывает расщепление жиров. В молоко 
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попадает в результате синтеза в молочной железе и как 
продукт жизнедеятельности бактерий молока. Лактазу обра-
зуют микроорганизмы (главным образом молочнокислые), 
она регулирует распад (гидролиз) лактозы молока 
с образованием глюкозы и галактозы, которые необходимы 
для нормальной деятельности печени. Фосфатаза участвует в 
костеобразовании, кроветворении, в двигательной функции 
мышечной ткани, в том числе и сердечной. Присутствует она 
только в сыром молоке, поскольку даже пастеризация разру-
шает ее. Каталаза защищает организм от ядовитого действия 
перекиси водорода, которая образуется в процессе обмена 
веществ. Количество каталазы в молоке незначительно, но 
при воспалении молочной железы ее содержание резко по-
вышается, что и используется для выявления больных жи-
вотных. Источником редуктазы молока служит микрофлора. 
Чем богаче микрофлора молока, тем больше в нем и редукта-
зы. В настоящее время разработаны так называемые редук-
тазные пробы, с помощью которых можно определить 
качество молока с учетом содержащейся в нем микрофлоры. 

Пероксидаза стимулирует очень важные для организ-
ма реакции окисления. Количество ее в молоке не зависит 
от деятельности микрофлоры, поскольку она образуется в 
железистой ткани молочной железы. Трипсин, пепсиноген 
участвуют в процессах расщепления белков, облегчают 
процессы пищеварения. Лизоцим — содержание его жен-
ском молоке 300 раз выше, чем в молоке коров. Его концен-
трация в женском молоке составляет 0,29–0,3 г/л. 

На процесс молокообразования, биосинтеза компо-
нентов и секреции молока влияют около 20 гормонов. Одни 
ответственны за формирование структуры молочной желе-
зы, другие — за биосинтез компонентов молока, некото-
рые — за его секрецию. Гормоны оказывают комплексное 
влияние на физические, химические и биологические про-
цессы в молочной железе. Таким образом, молочная железа 
является гормонально-зависимой системой организма. 

Доказано присутствие в молоке у млекопитающих це-
лого ряда гормонов. Из гипоталамических гормонов в молоке 
найдены тиреолиберин, гонадолиберин, соматостатин. Их 
количество в молоке подобно или больше такового в сыво-
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ротке крови. Из гипофизарных гормонов в молоке у различ-
ных видов млекопитающих найдены гормон роста, адрено-
кортикотропный гормон, пролактин, гонадотропины, 
тиреотропный гормон и окситоцин. В молоке найдены 
также эстрогены, андрогены, тиреоидные гормоны, инсу-
лин, кальцитонин. Наряду с гормонами в молоке обнаруже-
ны биологически активные вещества: простагландины, 
циклические нуклеотиды (цАМФ и цГМФ), эритропоэтин, 
эпидермальный фактор роста.  

Количество гормонов в молоке зависит от вида мле-
копитающего, времени получения молока, срока лактации, 
частоты кормления, физиологического состояния лактиру-
ющей матери, от тех или иных препаратов, получаемых ею, 
а также от количества сосунков в помете. 

Молоко — особая жидкость, выполняющая не только 
питательную функцию, но и содержащая защитные факторы, 
позволяющие адаптироваться и выжить в «мире микробов». 

Свежесдоенное молоко обладает бактерицидными 
свойствами, которые обусловлены наличием в нем особых 
бактерицидных веществ. Оно содержит множество иммуно-
логических, биохимических и клеточных компонентов (им-
муноглобулинов, лизоцима, лактоферрина, лактопериксидаз), 
которые могут существенно влиять на иммунитет животного 
организма и восприимчивость к инфекциям.  

В молоке и молозиве присутствуют антивирусные и ан-
типаразитарные факторы, лейкоциты, ряд антиинфекционных 
элементов, а также антитела против возбудителей инфекций, 
ранее перенесенных матерью. Поэтому, даже во время болезни 
матери молоко будет лучшей защитой для новорожденного 
благодаря иммуноглобулину IgA, который, в отличие от других 
иммуноглобулинов, выделяется прямо в молоко. 

Пассивный иммунитет, который новорожденный полу-
чает от матери с молоком, в основном обеспечивается имму-
ноглобулинами. Иммуноглобулины — пять типов (IgG, IgM, 
IgD, IgE, IgA), борющиеся с бактериями, вирусами, аллергена-
ми и дрожжами, характеризуются специфическими функция-
ми и являются важнейшей частью иммунной системе. Молоко 
у животных содержит все пять типов иммуноглобулинов. 
Антитела молока обеспечивают специфическую защиту  
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к сапрофитическим и энтеропатогенным эширихиям, шигел-
лам, энтеровирусам, кокковой флоре и другим патогенным 
микроорганизмам, вызывающим многие болезни. Секретор-
ный иммуноглобулин класса А связывает токсины, бактерии 
и макромолекулярные антигены. Содержание его в молози-
ве — 30 г/л, позднее в молоке его содержание падает до 
10 г/л. Это означает, что новорожденный уже в первые часы 
жизни получает с молоком большой запас материнского 
иммуноглобулина А.  

Иммуноглобулин А в молоке обладает устойчивостью к 
изменениям рН и действию протеолитических ферментов 
пищеварительного канала, тем самым обеспечивает надеж-
ную иммунологическую защиту поверхности слизистой 
оболочки. Это обстоятельство особенно важно, поэтому но-
ворожденные, получающие молозиво и молоко, значительно 
реже болеют кишечными инфекциями, даже находясь в весь-
ма неблагоприятных санитарно-гигиенических условиях. 
Отсутствие иммуноглобулина А приводит к нарушению 
формирования нормальной микрофлоры кишечника. Это 
важно, так как выработка собственных иммуноглобулинов 
у новорожденных практически отсутствует. Содержание 
биологически активных белковых веществ в молозиве и 
молоке коров представлено в табл. 23.13. 
 

Таблица 23.13 
Содержание биологически активных белковых веществ  

в 1 л молозива и молока у коров 
Компоненты Молозиво Молоко 

IgA 3,2–6,2 г 0,1 г 
IgG1 48–87 г 0,4 
IgG2 1,6–2,9 г 0,05 г 
IgM 3,7–6,1 г 0,05 г 

IGF1* 0,1–0,2 мг 25 мкг 
IGF11* 0,1–2 мг 2 мкг 

TGF-β1** 20–40 мкг 1–2 мкг 
EGF*** 4–8 мкг 2 мкг 

Лактоферрин 1,5–2 г 0,1 г 
Лизоцим 0,1–0,7 мг 0,1–0,3 мг 

Лактопероксидаза 30 мг 20 мг 
Примечание: * — инсулиноподобные факторы роста; ** — транс-

формирующий фактор роста; *** — эпидермальный фактор роста. 
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Молоко, а особенно молозиво, содержат несколько ро-
стовых факторов, включая инсулиноподобные факторы 
роста (insulin-like growth factors — IGFI, IGF II, трансформи-
рующие факторы роста (trans-forming growth factors — TGF1, 
TGF II, TGFβ), ростовые факторы молочной железы (mamma-
ry-dеrived growth factors — MDGFI, MDGFII), факторы роста 
фибробластов (fibroblast growth factors), тромбоцитарный 
фактор роста (plated-derived growth factor, PDGF) и бомба-
зин. Источником этих полипептидов может быть плазма 
крови или молочная железа, или то и другое. Биологическое 
значение этих активных веществ в молозиве и «зрелом» 
молоке выяснено недостаточно.  

К растворимым компонентам защитной системы от-
носятся лизоцим, лактоферрин, бифидум фактор, антиста-
филококковый фактор, интерфероны, все компоненты 
комплемента. Однако в коровьем молоке эти компоненты 
содержатся в незначительном количестве и характеризуют-
ся видоспецифичностью. 

В заключение следует отметить, что молоко — это 
очень сложная биологическая жидкость, отражающая все 
метаболические процессы, протекающие в организме лак-
тирующего животного. Оно как источник питания, 
в наибольшей степени соответствует потребностям разви-
вающегося организма в раннем постнатальном периоде по 
качественному и количественному составу основных пище-
вых ингредиентов и содержанию многообразных биологи-
чески активных и защитных факторов.  

Контрольные вопросы  
1. Перечислите известные Вам биологические жидко-

сти. Какие из них являются тканями? 
2. Что такое лейкоцитарная формула? Как используют 

лейкоцитарную формулу в ветеринарной медицине? 
3. Какие гематологические показатели можно опреде-

лять, используя гематологические анализаторы? 
4. Опишите функциональное значение гематологиче-

ских лейкоцитарных индексов периферической крови у 
животных. 

5. Опишите принцип работы лабораторного биохими-
ческого анализатора. 
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Глава 24. 
ЛУЧЕВАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ  

ТКАНЕЙ, ОРГАНОВ И СИСТЕМ 

Роль лучевой диагностики в ветеринарной медицине 
непрерывно возрастает. Это связано с созданием в ветери-
нарных клиниках рентгеновских кабинетов, оснащенных 
новейшей аппаратурой, а также быстрым развитием ком-
пьютерных технологий, которые создают предпосылки для 
получения высококачественных изображений структур 
тканей и органов, включая объемные (так называемые 
трехмерные) изображения. Указанные обстоятельства спо-
собствуют созданию новой системы ветеринарной диагно-
стики, объединяющей все существующие способы 
получения изображения органов животного.  

В распоряжении современной ветеринарной клиники 
имеется большой набор лучевых, инструментальных и лабо-
раторных методов обследования больного животного. Их 
рациональное использование во многих типовых клиниче-
ских ситуациях обеспечивает быструю и точную диагностику 
болезни. Однако непременным условием является проду-
манный выбор необходимых методов и рациональная после-
довательность их применения при обследовании животных. 

Лучевая диагностика — наука о применении излучений 
для исследования строения, функций нормальных и патоло-
гически измененных органов и систем у животных с целью 
изучения их морфофункциональной организации в норме 
и патологии, профилактики и диагностики заболеваний. 

В состав лучевой диагностики входят рентгенодиагно-
стика, ультразвуковая диагностика, компьютерная (КТ) и 
магнитно-резонансная (МРТ) томография. Еще одно очень 
важное направление лучевой диагностики — интервенци-
онная радиология (выполнение лечебных вмешательств 
под контролем рентгеновских лучей) и ядерная медицина.  

Рентгеновские лучи впервые были открыты 8 ноября 
1895 г., профессором Вюрцбургского университета (Герма-
ния) Вильгельм Конрад Рентгеном. Значительный вклад в 
ветеринарную рентгенологию внесли сотрудники Казан-
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ского и Ленинградского ветинститутов под руководством 
профессоров Г. В. Домрачева и А. И. Вишнякова, которые 
разработали вопросы рентгенодиагностики костно-
суставной патологии, заболеваний внутренних органов и 
обмена веществ у домашних животных. Опыт отечественной 
и зарубежной ветеринарной рентгенологии наиболее полно 
обобщен в книге В. А. Липина и соавт. (1966). 

24.1. Группировка излучений, 
применяемых в радиологии 

Все излучения, используемые в медицинской радиоло-
гии, делятся на две большие группы: неионизирующие и 
ионизирующие. К числу неионизирующих излучений при-
надлежат тепловое (инфракрасное — ИК) излучение и резо-
нансное, возникающее в объекте под действием 
высокочастотных электромагнитных импульсов. Кроме того, 
к неионизирующим излучениям относят ультразвуковые 
волны. В диагностике применяют ультразвук частотой от 
0,8 до 15 млн герц (МГц). Общим свойством ионизирующих 
излучений является их способность ионизировать атомы 
окружающей среды, в том числе атомы, входящие в состав 
тканей организма. 

24.2. Лучевая диагностика 
Лучевая диагностика (диагностическая радиоло-

гия) — самостоятельная отрасль медицины, объединяющая 
различные методы получения изображения в диагностиче-
ских целях на основе использования различных видов излу-
чения. В настоящее время деятельность лучевой 
диагностики регламентируется следующими нормативны-
ми документами санитарных норм и правил: «Требования 
к обеспечению радиационной безопасности персонала и 
населения при осуществлении деятельности по использова-
нию атомной энергии и источников ионизирующего излу-
чения» от 31.12.2013 г.; «Гигиенические требования к 
устройству и эксплуатации рентгеновских кабинетов, аппа-
ратов и проведению рентгенологических исследований» от 
31.12.2003 г.; «Требования к радиационной безопасности» 
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от 28.12.2012 г.; Гигиенического норматива «Критерии 
оценки радиационного воздействия» от 28.12.2012 г. 

В настоящее время в ветеринарии наиболее распро-
страненным методом лучевой диагностики является тради-
ционное рентгенологическое исследование. Поэтому при 
изучении рентгенологии основное внимание уделяется 
методам исследования органов и систем животных (рентге-
нография, рентгеноскопия), методике анализа рентгено-
грамм и общей рентгеновской семиотике наиболее часто 
встречающихся заболеваний. Успешно развивается цифро-
вая рентгенография с высоким качеством изображения. Она 
отличается быстродействием, возможностью передачи 
изображения на расстояние, удобством хранения информа-
ции на винчестере компьютера, дисках, картах памяти. 

В современной ветеринарии специалистам доступны 
несколько различных методов диагностической визуализа-
ции, среди которых: рентгенография (рентгеновские сним-
ки), ультразвуковая диагностика, магниторезонансная 
томография и компьютерная томография. Подавляющее 
большинство диагностических методов являются неинва-
зивными и безболезненными для животного. Тем не менее, 
для проведения диагностики в ряде случаев животному 
может потребоваться седация или даже анестезия (при 
проведении МРТ, КТ), поскольку в момент осуществления 
диагностики животное должно быть зафиксировано и обез-
движено в целях получения адекватных изображений ис-
следуемых частей/областей тела. 

Рентгенологический метод — это наиболее часто ис-
пользуемый в ветеринарной практике способ изучения 
строения различных органов и систем, основанный на каче-
ственном и количественном анализе пучка рентгеновского 
излучения, прошедшего через организм животного. Показа-
ния к рентгенодиагностике широки, и этот метод исполь-
зуют при диагностике заболеваний костно-суставного 
аппарата, органов дыхательной системы, нарушений мине-
рального обмена, с целью обнаружения инородных тел, 
контроля эффективности лечебных мероприятий при хи-
рургической патологии. Визуализация предоставляет боль-
шой объем информации неинвазивными средствами. Она  
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не изменяет процесс заболевания и не причиняет животно-
му неприемлемого дискомфорта. Хотя рентгенография сама 
по себе безболезненна, часто желательно применение седа-
тивных препаратов для снижения беспокойства и стресса, 
связанных с процедурой, содействия получению качествен-
ных диагностических исследований с минимальным коли-
чеством повторений и для контроля боли, связанной с 
манипуляциями, у животных с болезненными нарушения-
ми, такими как переломы и артрит. 

На рентгенограммах можно получить изображение 
любой части тела. Некоторые органы хорошо различимы на 
снимках благодаря естественной контрастности (кости, 
сердце, легкие).  

Основным предназначением рентгена является обна-
ружение различных травм и заболеваний костей у живот-
ных. Рентгенография может помочь диагностировать 
переломы, деформации костей, врожденные аномалии, 
артрит и другие заболевания суставов. Интерпретация 
рентгенографических изображений зависит от доскональ-
ного знания анатомии и понимания патологии заболевания. 
Анатомические изменения, такие как размер, форма, место-
положение, непрозрачность и четкость границ, представля-
ют собой основу для интерпретации рентгенографии. Кроме 
того, необходимо оценить степень изменений, будь то об-
щие по всему органу или связанные с другими аномалиями. 
Наличие поражений, которые не затрагивают весь орган, 
таких как очаговое увеличение печени или очаговое по-
мутнение легочной ткани, убедительно указывает на лока-
лизованное заболевание, такое как опухоли или 
бактериальные инфекции. И наоборот, поражения, вызы-
вающие генерализованные изменения во всем органе, 
таком как печень или почки, в наибольшей степени указы-
вают на системное заболевание, такое как вирусные ин-
фекции или токсичность. Сочетания поражений в разных 
локализациях или органах также помогают сузить потен-
циальный диагноз. Тщательное соблюдение основных 
принципов интерпретации и использование детального 
системного подхода часто дают ответы, которые не сразу 
бросаются в глаза при первичном осмотре. 
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Способность рентгеновских лучшей создавать четкое 
изображение плотности тканей и их структуры при прохож-
дении через тело широко используется в ветеринарной 
медицине: врожденные дефекты и патологические состоя-
ния костей, суставов и конечностей, а также механические 
травмы и повреждения, воспалительные процессы; подо-
зрение на онкологическое заболевание — при помощи 
такого обследования можно вовремя обнаружить злокаче-
ственные образования и назначить лечение, либо избавить 
животное от мучений в том случае, если патологический 
процесс уже запущен; обследования грудной клетки и внут-
ренних органов дают возможность обнаружить и диагно-
стировать структурные изменения в пищеводе, сосудах, 
сердце, а также хронические или острые процессы в дыха-
тельных путях (бронхах, легких, трахее), исследовать лим-
фоузлы; изменения хрящевой ткани, дистрофические 
поражения и искривления позвоночника; при подозрении 
на инородные тела в организме: домашние животные часто 
заглатывают посторонние предметы, которые застревают в 
пищеводе и вызывают воспалительные процесс и серьезные 
осложнения. Снимки дают возможность со 100%-й уверен-
ностью обнаружить и локализовать инородные предметы 
из костной ткани, пластмассы или металла. Для поиска 
полиэтилена или тканей применяют рентген с контрастом, 
поскольку обычный снимок может ничего не выявить; 
стоматологи в ветеринарии также широко прибегают к 
рентгеновским снимкам, при их помощи обнаруживают 
воспаление и проблемные участки там, где невооруженный 
взгляд не способен ничего зафиксировать; рентгеновские 
лучи отлично сканируют и визуализируют переломы, выви-
хи, воспаления, кариес, кисты. 

В то же время при подозрении на грыжу и заболева-
ния, связанные со спинным мозгом, применяют компьютер-
ный томограф или магнитно-резонансную томографию. При 
помощи рентгеновского аппарата получают два вида сним-
ков: обзорные и локальные. Обзорный рентген используют 
для первичной диагностики и общего осмотра, при поиске 
источника воспаления, а также для профилактического 
осмотра у старых животных, которые больше склонны 
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к различным патологиям. Локальные снимки делают тогда, 
когда проблемная область уже обозначена и требуется 
детальная визуализация источника заболевания. 

Во время рентгеновского исследования получают два 
снимка в разных, перпендикулярных проекциях. Особо 
тяжелые случаи требуют большего количества — от 3 до 
5 проекций. Таким образом, получают многомерное изобра-
жение интересующей зоны, поскольку плоскость снимков — 
это единственный недостаток данного метода исследова-
ния. При необходимости уточнения делают дополнитель-
ные снимки с бокового ракурса. Это помогает отличить 
патологические изменения от теневых наложений, арте-
фактов и засветов. 

Есть целый ряд состояний, при которых необходим 
рентген, тогда как другие методы диагностики (например, 
эндоскопия и ультразвуковое исследование) не могут быть 
ему альтернативой: наличие инородных предметов в пище-
варительной, дыхательной и других системах органов; 
конкременты в почках и мочевыводящих путях; патологи-
ческие изменения диафрагмы — грыжи, разрывы; патоло-
гические скопления газов, например, в брюшной полости, 
кишечнике, плевральной полости; патологические скопле-
ния жидкости в брюшной или плевральной полостях; нару-
шения расположения и функций органов пищеварительной 
системы, их деформация, например, инвагинация кишечни-
ка, острое расширение или заворот желудка, непроходи-
мость кишечника; патологические состояния легких — 
бронхиты, пневмонии, ателектазы; исследования парамет-
ров сердца (размеры, форма, положение); патологические 
состояния опорно-двигательного аппарата (трещины и 
переломы костей, в том числе позвоночника, дисплазия 
тазобедренных суставов, остеоартрит, остеохондрит, кост-
ные изменения при гиперпаратиреозе и разрывы связок 
крупных суставов); беременность (ориентировочный под-
счет количества плодов). 

Ультразвуковое исследование является вторым 
наиболее распространенным методом диагностической 
визуализации после рентгенографии, используемым в вете-
ринарной практике. Ультразвуковая диагностика (УЗД), 
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в отличие от рентгенографии, не обладает ионизирующим 
излучением и экономически более эффективна (отсутству-
ют расходные материалы). При проведении ультразвуковой 
диагностики невидимые невооруженным глазом звуковые 
волны проникают в исследуемый орган тела животного для 
изучения и создания фотографического изображения внут-
ренних органов животного в режиме реального времени. 
Ультразвук позволяет заглянуть в тело животного и про-
сматривать его органы под разным углом, в разных плоско-
стях и ракурсах.  

С развитием мощностей и появлением ультрасовре-
менных УЗ-аппаратов, оснащенных гиперчувствительными 
датчиками, ветеринарные врачи получают все более по-
дробную информацию о здоровье питомца на более ранних 
этапах и с точностью до миллиметра могут обнаружить 
локализацию ранее скрытых патологических процессов.  

Ультразвук является неинвазивным методом диагно-
стики, что означает и для его проведения не требуется 
нарушения целостности органов и тканей животного. 
В настоящее время ветеринарная медицина располагает 
исчерпывающими данными, подтвержденными многочис-
ленными исследованиями, о том, что ультразвуковая диа-
гностика не имеет никаких краткосрочных или 
долгосрочных рисков для здоровья животного, связанных 
с воздействием ультразвуковых волн на его организм, что, 
в свою очередь, делает данный метод безопасным. Ультра-
звук чаще всего применяется для исследования тканей или 
органов, заполненных жидкостью. Печень, желчный пузырь, 
почки, надпочечники, селезенка, мочевой пузырь, поджелу-
дочная железа, лимфатические узлы и кровеносные сосуды 
брюшной полости могут быть легко визуализированы и 
исследованы при помощи данного метода. Стенки желудка 
и кишечника у животных также могут быть исследованы 
с помощью визуальной диагностики, но их внутреннее 
содержимое не так легко поддается визуализации и иден-
тификации при помощи УЗ-диагностики. 

Во многих случаях, для получения наиболее объек-
тивной картины о состоянии здоровья животного рекомен-
дуется применение сразу обоих диагностических методов 
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исследования: рентгенографии и ультразвуковой диагно-
стики. Поскольку, если при помощи рентгеновских снимков 
ветеринарный врач может определить размер и форму 
органов, то при использовании ультразвука можно увидеть 
структуру органов и жидкости в них. Ультразвуковое иссле-
дование позволяет детально рассмотреть многие органы 
тела, которые могут быть недоступны при других методах 
диагностической визуализации. Например, почки можно 
увидеть на рентгеновских снимках, но определить можно 
только их размер и форму, тогда как ультразвук позволяет 
фактически рассмотреть внутренние структуры этих и 
других жизненно важных органов. УЗ-диагностика реко-
мендована животным при наличии симптомов увеличенно-
го или болезненного живота или при наличии изменений 
в лабораторных исследованиях биологических жидкостей 
животного (кровь, моча). 

Панкреатит — распространенное и часто опасное для 
жизни животного заболевание, подтвердить или исключить 
наличие которого, а также определить тяжесть течения 
можно при помощи проведения УЗ-исследования внутрен-
них органов животного (поджелудочной железы). Неопла-
зии или новообразования внутренних органов также 
диагностируют при помощи методов УЗ-диагностики на 
ранних этапах возникновения патологии. Мочекаменная 
болезнь — часто диагностируется преимущественно мето-
дом УЗ-диагностики. Конкременты (камни), а также частицы 
(песок) можно обнаружить при помощи УЗ-диагностики даже 
в тех случаях, когда они не отображаются на рентгенограм-
мах/рентгеновских снимках. В этом случае УЗ-исследование 
является превалирующим, необходимым и достоверным 
способом диагностики заболевания. 

Другие патологические состояния, которые часто 
диагностируются с помощью ультразвука, включают вос-
палительные процессы желчного и мочевого пузырей 
(холецистит, цистит); гиперплазия надпочечников, почек 
в результате повреждения органов токсичными веще-
ствами; диффузные заболевания печени; увеличенные 
лимфатические узлы и аномалии развития и функциони-
рования органов репродуктивной системы, такие как 
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гнойные воспаления матки (пиометрит) или воспаления 
предстательной железы. 

Нередко у животных вздутие живота происходит в ре-
зультате скопления жидкости вокруг органов брюшной 
полости; жидкость уменьшает способность рентгенограмм 
визуализировать орган, зато ультразвук отлично определя-
ет, является ли причиной вздутия патологические процес-
сы, заболевания органов брюшной полости либо же 
дисфункция сердца. 

Ультразвуковое исследование особенно эффективно 
при заболеваниях сердечно-сосудистой системы животного. 
Так, с помощью метода УЗИ можно определить толщину 
стенки сердца и размер его камер. Визуализация клапанов 
определяет, правильно ли они функционируют. Движение 
кровотока также может быть исследовано на УЗИ, что дает 
возможность оценить работу сердца, его способность пере-
качивать кровь. 

Ультразвук также часто применяется в экстренных 
случаях при травмах, в целях поиска наличия свободной 
жидкости в брюшной полости и мониторинга степени про-
грессирования абдоминального кровотечения. 

Одной из важных особенностей ультразвукового иссле-
дования является возможность проводить биопсию или 
забор жидкости непосредственно во время проведения само-
го исследования. Это можно сделать, например, при помощи 
прокалывания иглой исследуемого участка тела животного; 
игла при этом отображается на экране монитора УЗИ-
аппарата, при помощи иглы можно отобрать требуемый 
стерильный образец жидкости для проведения дальнейших 
лабораторных исследований (например, при помощи метода 
цистоцентеза под контролем УЗ-диагностики врач может 
осуществить забор стерильного образца мочи из мочевого 
пузыря животного безболезненно). 

Ультразвуковое сканирование помогает быстро ре-
шать проблемы со здоровьем животного, чтобы лечение 
могло быть начато как можно раньше. Большое количество 
различных заболеваний может быть обнаружено при помо-
щи метода УЗ-диагностики, поскольку они имеют специфи-
ческий ультразвуковой вид. Вместе с тем у данного метода 
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диагностики имеются и ограничения возможностей. В ряде 
случаев результаты, полученные ветеринарным врачом при 
помощи УЗ-исследования, являются предварительными и 
требуют подтверждения при помощи дополнительного 
метода исследования или даже комбинации методов для 
подтверждения или опровержения диагноза.  

Важной проблемой современной ветеринарии явля-
ются хирургические заболевания мелких домашних живот-
ных. В этой связи особое внимание уделяется качественной, 
своевременной диагностике и лечению. Применяемые в 
отечественной ветеринарной практике методы диагности-
ки и лечения хирургических болезней не всегда отвечают 
современным требованиям и являются устаревшими. Из 
инструментальных методов диагностики до последнего 
времени в основном применялось рентгенологическое 
исследование. В некоторых случаях данный метод не всегда 
оказывался эффективным. В последнее десятилетие значи-
тельно возрос интерес исследователей к применению УЗИ 
в ветеринарной хирургии, акушерстве и терапии. 

Признаки заболевания животного, при которых ему 
может быть показана УЗ-диагностика, включают в себя: 
потеря аппетита или его отсутствие; частая, непрекращаю-
щаяся рвота (более 2-х раз в течение 8 ч); повышение тем-
пературы; аномальная консистенция фекалий (частый 
жидкий стул), отсутствие актов дефекации; аномальный 
цвет (или консистенция) мочи, отсутствие актов мочеиспус-
кания, мочеиспускание малыми порциями (дизурия); кровь в 
моче (гематоурия) или в фекалиях животного; аномальный 
цвет или консистенция молока у животных находящихся на 
вскармливании потомства; отечные и гиперемированные, 
горячие (при прикосновении) участки тела, такие как лим-
фатические и молочные железы; частое прерывистое дыха-
ние; судороги; выделения из области половых органов, 
ануса; беспокойное или чрезмерно апатичное несвойствен-
ное для него поведение животного; болезненность при 
прикосновении в области органов брюшной полости жи-
вотного. Эти, а тем более их совокупность, указывают на то, 
что питомца срочно требуется обследовать, а для постанов-
ки более точного диагноза и исключения жизнеугрожающих 
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состояний у животного потребуется выполнить УЗ-диагно-
стику в качестве одного из наиболее объективных методов 
исследований. 

Преимущества ультразвукового исследования  
в ветеринарии 

Неинвазивность. При применении УЗИ не требуется 
хирургического вмешательства или использования игл, что 
делает метод безопасным для животных. Это особенно 
важно при диагностике беременных сук, щенков или старых 
животных, у которых, может быть, повышенный риск 
осложнений от других методов диагностики. 

Высокая разрешающая способность. УЗИ обеспечивает 
хорошую четкость и детализацию изображений, что точно 
определить размеры и структуру органов. Это помогает 
в диагностике различных патологических изменений, 
включая опухоли, кисты, воспалительные процессы.  

Возможность исследования в реальном времени при 
проведении УЗИ. Ветеринарный врач может наблюдать 
движение органов и их функционирование. Это важно для 
оценки сердечного ритма, перемещений плода в утробе, 
скорости кровотока и других динамических процессов. 

Безопасность и малая нагрузка. В УЗИ не используется 
ионизирующее излучение, что делает его безопасным для 
животных и ветеринарных специалистов. Это особенно 
важно при повторных исследованиях и мониторинге состо-
яния животного на протяжении длительного времени. 

УЗИ применяется во многих областях ветеринарной ме-
дицины, включая: диагностику беременности; определение 
беременности у сук, оценку количества и положение плодов; 
диагностику заболеваний органов. С помощью УЗИ можно 
обнаружить опухоли, кисты, воспалительные процессы в 
органах; используется для оценки работы сердца, обнаруже-
ния пороков и аномалий сердечных клапанов, для измерения 
скорости кровотока в сосудах; облегчает проведение проце-
дур; применяется для установления места наведения иглы 
при биопсии или аспирации жидкости из полости тела. 

Перед исследованием обязательно выбривают участок 
тела у животного в том месте, где будет производиться 
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сканирование того или иного органа со стандартных пози-
ций. Перед началом сканирования поверхность кожи жи-
вотного смазывают специальной желеобразной массой — 
гелем, на которую накладывают датчик. В дальнейшем, при 
его перемещении необходимо следить за равномерным 
распределением геля по поверхности тела.  

При исследовании органов брюшной полости, живот-
ное не кормят в течение 6–8 ч до процедуры, иначе пище-
вые массы в желудке и кишечнике будут препятствовать 
проведению эхографии и получению качественного изоб-
ражения. При исследовании мочевого пузыря необходимо 
очистить прямую кишку от каловых масс с помощью клиз-
мы, так как они своей высокой акустической плотностью 
могут симулировать камни мочевого пузыря. Эхографиче-
ское исследование печени возможно без специальной под-
готовки животного, однако необходимо отметить, что 
соответствующая подготовка (исключение из рациона газо-
образующих продуктов, дача таблеток фестала) улучшает 
эхолокацию.  

Ультразвуковой метод диагностики является самым 
информативным при распознавании пиометры у сук. Он 
позволяет дифференцировать пиометру от беременности, 
асцита и вагинита. Исследование проводят с боковых или 
вентральной частей брюшной стенки. При пиометре наблю-
дается следующая картина: изменение эхогенности стенок, 
рогов и тела матки, их утолщение или истончение, скопле-
ние в полости рогов матки эхонегативного содержимого 
(гной, слизь, кровь), увеличение диаметра матки от 20–
25 мм до 80–100 мм. Эхогенность миометрия может повы-
шаться или понижаться в зависимости от длительности 
воспалительного процесса в матке. Рога матки при пиомет-
ре во время поперечного сканирования датчика имеют вид 
множественных округлых образований с эхонегативным 
содержимым (гной) различного диаметра (петли матки при 
поперечном скане). При продольном сканировании рога в 
брюшной полости могут иметь вид удлиненного образова-
ния или петель с S-образным изгибом 

Компьютерная томография (КТ) — усовершенство-
ванная компьютером рентгенологическая процедура,  
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используемая для выявления аномалий в различных орга-
нах тела. При этой процедуре животное помещают на мото-
ризованную кровать внутри компьютерного сканера, 
который делает серию рентгеновских снимков под разными 
углами. По завершении одной серии или сканирования 
кровать перемещается вперед и проводится еще одно ска-
нирование. Компьютерная томография отличается от обыч-
ной рентгенографии тем, что она показывает другой 
уровень плотности тканей и центрах выводит изображения 
на монитор. Контрастное вещество, которое можно увидеть 
на рентгеновских снимках, можно вводить внутривенно, 
чтобы было легче разглядеть отклонения на изображениях. 
При последовательном сканировании участка тела можно 
получить изображение всего органа или другой структуры 
без вмешательства соседних или вышележащих структур. 
Ветеринарный врач может использовать эти снимки для 
выявления структурных изменений глубоко в организме, 
включая опухоли, абсцессы, изменения в кровеносных сосу-
дах и переломы. Из-за необходимости относительно дли-
тельного пребывания в неподвижном состоянии во время 
завершения сканирования животным, проходящим компь-
ютерную томографию, вводят наркоз.  

Магнитно-резонансная томография — еще одна форма 
визуализации, которая все чаще используется в ветерина-
рии из-за ее способности создавать высококонтрастные 
анатомически подробные томографические изображения. 
Это альтернатива компьютерной томографии. При этой 
процедуре очень мощное магнитное поле создает подроб-
ные анатомические изображения. Рентгеновские лучи не 
используются, и это чрезвычайно безопасно.  

Ее применение на животных относится к началу  
1980-х годов, когда собак использовали в качестве экспери-
ментальной модели при отеке мозга и абсцессах; однако 
только десятилетие спустя этот метод был реализован в 
клинических целях ветеринарной неврологии. По мере 
увеличения доступности магнитов с низким и высоким 
полем в ветеринарных центрах и центрах развития высоких 
технологий улучшилось понимание патологических изме-
нений в центральной нервной системы на ранних этапах 
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заболевания, и мониторинга эффектов терапевтических 
подходов к морфологии на уровне нервной ткани. В боль-
шинстве случаев МРТ делают с целью диагностики заболе-
ваний головного и спинного мозга, а также проблем с 
костями и суставами. МРТ животным проводят для обнару-
жения опухолей, инфекций и воспалительных процессов, 
для мониторинга последствий травм и других повреждений. 
МРТ эффективна для диагностики новообразований ЦНС, 
в частности, внутричерепные опухоли: менингиома, астро-
цитома, олигодендроглиома, эпендимома, смешанная глио-
ма, дермоидная киста, папиллома сосудистого сплетения, 
карцинома и менингеальный карциноматоз.  

МРТ наиболее востребована для диагностики в онколо-
гии. Аппарат четко определяет границы и размеры опухоли, 
ее связь с окружающими органами, степень инфильтрации в 
мягкие ткани, иногда и характер: доброкачественное или 
злокачественное образование (на основании ранее перечис-
ленных критериев). Это особенно важно при онкологических 
процессах в головном и спинном мозге. Высокая точность и 
четкость визуализации позволяет выявлять с помощью МРТ 
даже самые мелкие образования (до 1–2 мм), а также смот-
реть мельчайшие анатомические структуры, такие как гипо-
физ, турецкое седло. Поэтому диагностическая возможность 
оборудования приближается к 100 %. 

Для проведения процедуры животное помещают в 
трубчатую электромагнитную камеру и воздействуют ра-
диоволнами, заставляя ткани тела излучать радиоволны, 
которые можно обнаружить. Требуется много повторений 
этих импульсов и последующих излучений. Затем излучае-
мые волны преобразуются в изображения, которые выво-
дятся на экран компьютера. Изображения также можно 
сохранить для дополнительного изучения. Последователь-
ное исследование срезов тела выполняется так же, как при 
компьютерной томографии. Поскольку процедура довольно 
длительная и животное не должно двигаться на протяже-
нии всей процедуры, в большинстве случаев используется 
общая анестезия. 

Ядерная визуализация в медицине, также известная как 
радионуклидная визуализация или сцинтиграфия, включает 
введение животному радиоизотопного препарата, который 
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испускает тип излучения, известный как гамма-лучи. Затем 
этот элемент обнаруживается в организме с помощью спе-
циальной камеры, подключенной к компьютеру, который 
генерирует изображение. Элемент присоединен к молекуле, 
имеющей сродство к интересующему органу или ткани. 
Если молекула метаболизируется органом или тканью или 
остается в ткани лишь короткое время, для оценки функции 
органа или ткани можно использовать последовательные 
снимки с камеры. Ветеринарные специалисты чаще всего 
используют ядерно-медицинскую визуализацию для анали-
за структурно-функционального состояния легких, почек, 
печени, щитовидной железы и сердца, хотя с помощью этого 
метода можно исследовать и другие части тела животного. 

Контрольные вопросы  
1. Дайте определение лучевой диагностики в ветери-

нарной медицине.  
2. Какие излучения применяются в радиологии?  
3. Опишите принцип действия ультразвукового иссле-

дования.  
4. При каких признаках заболевания животного пока-

зана ультразвуковая диагностика?  
5. Каким образом проводится радионуклидная визуа-

лизация?  
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Глава 25. 
ОСНОВЫ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 

МОРФОЛОГИИ  

Развитие современных морфологических исследова-
ний, как в области практической патоморфологии, так и в 
экспериментальной медицине, базируется на совершен-
ствовании методологических подходов. Традиционный 
путь, заключающийся в описании строения структур и их 
систематизации, становится все менее продуктивным в 
связи с трудностью постоянного анализа огромного количе-
ства фактов, получаемых на организменном, органном, 
тканевом, клеточном, ультраструктурном и молекулярном 
уровнях. Кроме того, морфологический метод изучения 
нормальных и патологически измененных органов основан 
на оценке зафиксированных, статичных моментов, соответ-
ствующих отдельным срокам исследования и взятия мате-
риала. Указанные обстоятельства создают дополнительные 
трудности в формировании динамических представлений 
о характере процесса в целом, о правильности диагностиче-
ской оценки и тактики выбранного лечения. 

Последние десятилетия развития биологии и медици-
ны характеризуются расширением применения принципов 
и методов математических наук, интенсивным использова-
нием количественных подходов, применением математиче-
ского моделирования для доказательства обнаруженных 
закономерностей. Математические методы не только уве-
личивают точность описания изучаемых явлений, но и 
значительно усиливают логику доказательств диагностики 
и выбора методов лечения. 

Количественная (математическая) патогистология 
только начинает развиваться, хотя впервые математиче-
скую статистику в морфологии использовал L. Quetelet еще 
в 1835 г. Для обозначения комплекса количественных оце-
нок в биологии F. Galton (1889) ввел термин «биометрия». 
Биометрия — это совокупность приемов математической 
обработки данных массового измерения различных призна-
ков организма. 
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Роль математики и математической статистики в ги-
стологии особенно возросла в последние годы в связи с раз-
витием теории информации, кибернетики и многих 
связанных с ними областей математики, среди которых глав-
ное место занимают теория вероятностей, математическая 
статистика и математическая логика. Это требует специаль-
ной аппаратуры, ускоряющей сбор параметров с препаратов 
и их обработку по определенным алгоритмам. Разработка 
различных сканирующих систем для анализа клеток и тканей 
основывается на преобразовании информации о строении 
биологических объектов в цифровую форму. Однако в насто-
ящее время большинство морфометрических и стереометри-
ческих исследований в практической патоморфологии 
проводят простым («ручным») способом. 

25.1. Основные методы  
морфометрии и стереометрии 

Установлено, что визуально различия в объеме, площа-
ди или длине структур воспринимаются исследователем 
только тогда, когда они достигают 30–50 % от исходных 
величин. Это еще раз подтверждает необходимость количе-
ственной оценки состояния или динамики изменений струк-
туры. Только тогда возможны четкие самостоятельные 
выводы, установление корреляционных и функциональных 
связей с результатами других методов исследования. 

При проведении морфометрических исследований сле-
дует учитывать некоторые особенности. В предыдущих 
главах подробно описывались этапы изготовления гистоло-
гических препаратов. Механические свойства тканей не 
позволяют готовить тонкие срезы из свежезабранного мате-
риала. Необходимы фиксация, промывка, обезвоживание, 
пропитывание материала специальными средами (парафи-
ном, пластмассами). При такой обработке первоначальный 
объем кусочков уменьшается. На гистологическом срезе 
размеры структур не соответствуют прижизненным, поэтому 
исследователь вынужден или оперировать относительными 
величинами, или рассчитывать коэффициент усадки мате-
риала. Коэффициент усадки является результатом деления 
первоначального объема образца на его конечный объем. 
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Если гарантирована стандартность проводки, то коэффици-
ент усадки рассчитывают для некоторого количества образ-
цов однородного материала и пользуются им во всех 
остальных подобных случаях. 

Следующая особенность состоит в том, что гистологи-
ческие препараты имеют определенную толщину, и, когда 
она приближается к размерам изучаемых структур, при 
микроскопии возникает «эффект экранирования» — нало-
жения проекций объектов друг на друга. В таком случае 
размеры или результаты подсчета попадания точек и числа 
пересечений будут существенно искажаться. Необходимо 
выбирать толщину срезов для конкретной изучаемой 
структуры, сводя эффект экранирования к минимуму. 

Необходимо, кроме того, предварительно решать во-
прос о плоскости сечений. Как располагать блок относи-
тельно микротомного ножа зависит от ориентировки 
структур в исследуемом материале. Если структуры в об-
разце расположены неупорядоченно, случайно, то такой 
материал называют изотропным. Изотропно располагаются, 
например, альвеолы легких, печеночные дольки, почечные 
тельца. В таких случаях срез можно делать в любой плоско-
сти. Если изучаемые структуры в материале расположены 
упорядоченно или по принципу линейного градиента 
(например, расположение структур на поперечном срезе 
стенок полых органов), необходимо выбирать плоскость 
сечения при планировании исследования в зависимости от 
интересующих параметров и стандартизировать ее в даль-
нейшем. При просмотре препаратов, для обеспечения рав-
новероятного попадания на любой участок, поля зрения 
выбирают случайно, но с соблюдением принципа сохране-
ния представительности патологического процесса. Если 
срез содержит несколько различных морфологических зон 
или участков с неоднородными проявлениями патологиче-
ского процесса, случайное перемещение объектива выпол-
няется в пределах каждого участка или зоны. Если срез 
содержит явные артефакты или дефекты, то такие участки 
в подсчет не включаются. 

Большинство исследований включают разнообразные 
методики окраски. В этих случаях морфометрию можно 
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проводить на разных срезах, с различными выявляемыми 
структурами, а по результатам получать общую количе-
ственную характеристику пространственной организации. 
При этом следует придерживаться стандартных условий 
проведения начальных этапов обработки материала (фик-
сация, промывка, обезвоживание, заливка). 

Абсолютные и относительные величины, которые 
можно измерять в тканевых структурах, весьма разнообраз-
ны. Настоящее пособие не претендует на полноту изложе-
ния, поэтому мы остановимся на методиках измерения 
и расчета лишь некоторых из них. 

Гистологический срез — это случайное сечение трех-
мерной структуры, поэтому в поле зрения микроскопа мор-
фологические объекты могут быть представлены площадью 
сечения различных геометрических фигур, линией или 
точкой. Понятие «точка» в данном случае является относи-
тельным, так как при большем увеличении микроскопа 
«точка» может приобрести реальные размеры и форму.  
В таком случае правильнее пользоваться относительными 
величинами. Если количество объектов N находится на 
площади А, то на единице площади должно находиться N/A 
объектов. Эту величину называют удельным количеством 
объектов. При микроскопии подсчитанное количество об-
наруженных в поле зрения объектов делят на величину 
поля зрения, которая обычно указывается в паспорте мик-
роскопа для каждого увеличения. 

Для оценки линейных размеров объектов используют 
стандартные окулярные линейки, цену деления которых 
определяют объект микрометром. Прямым измерением 
можно получить диаметр (сосуда, клетки, ядра), длину 
(клетки, трубчатой структуры), высоту (ворсинки), толщину 
(стенки). 

Измерение площади тканевых структур проводят с 
помощью «тестовых систем». Тестовые системы представ-
ляют совокупность точек, параллельных линий, концентри-
ческих окружностей. Тестовую систему можно размещать 
в окуляре микроскопа (окулярная вставка) или проециро-
вать на тестовую систему микроскопическое изображение. 
Затем перемещают гистологический срез для того, чтобы 
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тестовая система попадала на новый участок, выбранный 
случайно. Так просматривается необходимое количество 
полей зрения — от 5 до 100 в зависимости от выборки (объ-
ем выборки определяется статистическими методами). 

Существует несколько методов определения удельной 
площади объектов в поле зрения. Рассмотрим метод точеч-
ного счета и метод линейного интегрирования. 

Метод точечного счета формулируется следующим 
образом: если на плоскость наблюдения, содержащую не-
сколько объектов, наложить систему точек, то отношение 
количества точек, попавших на объекты к общему числу 
точек равно удельной площади объектов. Для определения 
удельной площади объектов в гистологическом препарате 
методом точечного счета можно использовать квадратную 
тест-решетку, узлы которой образуют систему точек. Необ-
ходимо учитывать и то, что часть точек неизбежно попадет 
на линию периметра исследуемого объекта. При подсчете 
количество попаданий точек на границу объекта необходи-
мо уменьшить в два раза и сложить с количеством точек, 
попавших на объект. Размеры точек тестовой системы 
должны быть существенно меньше исследуемых объектов. 
Это важно учитывать при изготовлении окулярной вставки 
и при выборе увеличения микроскопа. 

Метод линейного интегрирования состоит в том, что 
если на плоскость наблюдения, содержащую несколько 
объектов, наложить систему линий, то отношение суммар-
ной длины отрезков линий, попавших на плоскость объек-
тов, к общей длине линий равно удельной площади 
объектов. Таким образом, если в поле зрения микроскопа 
находится несколько объектов разных типов, то при произ-
вольном наложении линейки часть ее длины попадает на 
пустую площадь, а часть — на площадь объектов. Такие 
отрезки попадания называют хордами. Для определения 
удельной площади объектов нужно суммировать длину 
хорд сечения и разделить эту сумму на длину линейки. Как 
и метод точечного счета, метод линейного интегрирования 
является вероятностным, статистическим, требует некото-
рого количества измерений. 
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Перечисленные выше методы позволяют характери-
зовать плоскость препарата. Вместе с тем интереснее и 
правильнее количественно характеризовать трехмерную 
организацию органов и тканей. 

Удельный и абсолютный объем. Если из образца ткани 
готовится гистологический срез, то удельная площадь сече-
ний объектов на площади среза соответствует удельному 
объему объекта в образце. Удельную площадь, как описыва-
лось выше, можно измерять точечным счетом или линей-
ным интегрированием. Таким образом, если на случайный 
срез образца наложить тестовую систему точек или линий, 
то отношение числа точек, попавших на объект, к общему 
числу точек равно отношению суммы хорд сечения к длине 
секущих линий, равно удельной площади сечения объектов 
и равно удельному объему объектов в образце. Это положе-
ние является основополагающим в стереометрии и называ-
ется принципом Кавальери — Акера — Глаголева. 

Для определения абсолютного объема необходимо пе-
ред тем, как готовить гистологические срезы, измерить объ-
ем целого органа или ткани, из которых берутся образцы. 
Тогда абсолютный объем объекта можно будет рассчитать, 
как произведение удельного объема и объема органа. Вероят-
но, измерение абсолютного объема более уместно в экспери-
ментальной морфологии, чем в практической, использующей 
часто образцы небольших биопсийных размеров. То же можно 
отнести и к абсолютной площади поверхности, и к абсолют-
ной длине, и к абсолютному количеству. 

Авторы данного пособия преднамеренно не углубля-
лись в расшифровку математических расчетов всех интере-
сующих морфолога параметров, характеризующих состояние 
органа или ткани. На этот счет существуют специальные, 
более подробные издания, которыми любой заинтересо-
вавшийся читатель может воспользоваться. 

На основании накопленного опыта можно представить 
следующую парадигму получения фактов при использова-
нии математических методов анализа. Статистический 
анализ морфометрических данных играет решающую роль 
в интерпретации биологических процессов и выявлении 
паттернов в структуре тканей. Применение статистических 
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методов и использование соответствующих программ обес-
печивают надежность результатов и их адекватную интер-
претацию в контексте исследования. 

25.2. Основные положения  
проведения статистического анализа 

1. Определение целей исследования. 
Перед началом анализа необходимо четко определить 

вопросы исследования. Например, это может быть оценка 
различий в морфометрических характеристиках между 
двумя группами (здоровые и больные ткани) или влияние 
определенного фактора на морфометрические параметры. 

2. Сбор данных. 
Данные обычно собираются с помощью различных ме-

тодов, таких как микроскопия, автоматизированные систе-
мы количественного анализа изображений или ручное 
измерение. Важно обеспечить стандартный протокол для 
сбора данных, чтобы минимизировать ошибки. 

3. Выбор методов статистического анализа. 
Выбор методов анализа зависит от типа данных и ис-

следовательских гипотез. Обычно используется:  
 дескриптивная статистика: для описания основных –

характеристик данных (среднее, стандартное отклонение, 
медиана и др.); 

 инферентная статистика: для проверки гипотез  –
(t-тест, ANOVA, регрессионный анализ); 

 корреляционный анализ: для оценки взаимосвязи –
между переменными; 

 моделирование: для более сложных анализов, таких –
как многомерный регрессионный анализ. 

4. Проверка нормальности распределения. 
Перед применением параметрических тестов необхо-

димо проверить, нормально ли распределены данные. Для 
этого могут использоваться тесты, такие как Шапиро — 
Уилка или Колмогорова — Смирнова. 

5. Коррекция множественных сравнений. 
Если в анализе проводится несколько сравнений, важ-

но применять методы коррекции (например, метод Бонфер-
рони), чтобы избежать ложноположительных результатов. 
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6. Визуализация данных. 
Визуализация является важной частью статистическо-

го анализа. Графики (ящики с усами, диаграммы разброса, 
гистограммы) могут помочь лучше понять распределение 
данных и выявить аномалии. 

7. Интерпретация результатов. 
Важно интерпретировать полученные результаты в 

контексте биологического вопроса. Результаты должны 
быть представлены с учетом их статистической значимости 
и биологической значимости. 

8. Документация и репродуктивность. 
Описание методов анализа, условий эксперимента 

и результатов должно быть полно и ясно. Это важно для 
того, чтобы другие исследователи могли воспроизвести 
эксперименты и результаты. 

25.3. Статистические методы оценки 
количественных данных, полученных  

в процессе морфометрического анализа 
Адекватная оценка характера и степени патоморфологи-

ческих изменений тканей достигается просмотром доста-
точно большого количества полей зрения. Полученный при 
этом ряд цифровых значений называется вариационным 
рядом (или выборкой). Выборку, отражающую свойства 
всей совокупности, называют представительной. Анализ 
вариационных рядов осуществляется с помощью различных 
статистических методов. При этом исследователь решает 
два типа задач: 1) описание данных и 2) оценка статистиче-
ской значимости различий и проверка гипотез. 

Описание полученных данных 
Задачами описания данных занимается так называемая 

описательная статистика. Свойства любого распределения 
(совокупности чисел) отражают следующие параметры:  
1) среднее значение и медиана; 2) дисперсия или стандарт-
ное отклонение, которые характеризуют рассеяние значений 
случайной величины относительно ее среднего значения и 
процентили; 3) асимметрия распределения, характеризует 
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распределение в плане его симметрии относительно сред-
него значения; 4) эксцесс распределения, характеризует 
крутизну, спадания графика распределения в области сред-
него значения случайной величины. Эксцесс и асимметрия 
отражают степень нормальности распределения. 

Если значения интересующего нас признака для боль-
шинства измерений (представительная выборка) близки к 
среднему и с равной вероятностью отклоняются от него 
в большую и меньшую стороны (нормальное или гауссово 
распределение), то лучшими характеристиками совокупно-
сти будут само выборочное среднее и выборочное стандарт-
ное отклонение. Чем больше выборка, тем точнее оценка 
совокупности. Поэтому для характеристики точности выбо-
рочных оценок используют стандартную ошибку среднего — 
она позволяет оценить точность, с которой выборочное 
среднее характеризует значение среднего по всей совокупно-
сти. Когда значения признака распределены несимметрично 
относительно среднего (распределение отличное от нор-
мального), совокупность лучше описывать с помощью медиа-
ны, моды и процентилей. Медиана — это значение, которое 
делит распределение пополам: половина значений — боль-
ше, половина — меньше. Процентили — характеристика 
разброса, например значения, не выше которых оказались 
25 % и 75 % или 5 % и 95 % результатов измерения. Эти 
величины называются соответственно 25-м и 75-м, 5-м и  
95-м процентилями. Чаще используют 25-й и 75-й процен-
тили. Мода — это наиболее часто встречающееся значение. 

Оценка статистической значимости различий  
и проверка гипотез 

Эта задача решается с помощью методов параметриче-
ской и непараметрической статистики и использования 
соответствующих критериев. При этом конкретное приме-
нение того или иного метода зависит от характера и диспер-
сии сравниваемых распределений, а также от объема 
выборки (количество измерений). До тех пор, пока выборка 
достаточно большая (> 100 наблюдений), можно считать, 
что выборочное распределение нормально, даже если вы не 
уверены, что распределение переменной в популяции дей-
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ствительно является нормальным. Тем не менее, если вы-
борка очень мала, то критерии, основанные на нормально-
сти, следует использовать только при наличии уверенности, 
что переменная действительно имеет нормальное распреде-
ление. Однако нет способа проверить это предположение на 
малой выборке. 

Параметрические методы могут быть использованы 
только при четком соблюдении следующих условий: 1) рас-
пределение близко к нормальному, 2) сравниваемые сово-
купности должны иметь одинаковые дисперсии, различными 
могут быть только значения средних, 3) измеряемый при-
знак должен быть числовым (представленным конкретным 
числом). 

Во всех иных случаях, при выборках малого объема 
(менее 20) с переменными, про распределение которых 
мало что или вообще ничего не известно, используются 
непараметрические методы. Эти методы специально разра-
ботаны для тех ситуаций, достаточно часто возникающих на 
практике медицинских исследований, когда исследователь 
ничего не знает о параметрах исследуемой популяции (от-
сюда и название методов — непараметрические). Непара-
метрические методы не основываются на оценке 
параметров (таких как среднее или стандартное отклоне-
ние) при описании выборочного распределения интересу-
ющей величины. 

Для каждого параметрического критерия имеется не-
параметрический аналог (табл. 25.1). Эти критерии можно 
отнести к одной из следующих групп: 

1) критерии различия между группами (независимые 
выборки); 

2) критерии различия между группами (зависимые вы-
борки); 

3) критерии зависимости между переменными. 
Различия между независимыми группами. Обычно, ко-

гда имеются две выборки (например, мужчины и женщины), 
то используют t-критерий Стьюдента для независимых 
выборок. Непараметрическими альтернативами этому 
критерию являются: критерий серий Вальда — Вольфовица, 
U критерий Манна — Уитни и двухвыборочный критерий 
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Колмогорова — Смирнова. Для несколько групп использует-
ся дисперсионный анализ (критерий К) и специальные 
методы множественного сравнения. Их непараметрически-
ми аналогами являются: ранговый дисперсионный анализ 
Краскела — Уоллиса и медианный тест. 

Различия между зависимыми группами. При сравнении 
двух переменных, относящихся к одной и той же выборке 
(например, анализы больных одной и той же группы в нача-
ле и в конце лечения), обычно используется t-критерий 
Стьюдента для зависимых выборок. Альтернативными непа-
раметрическими тестами являются: критерий знаков и кри-
терий Вилкоксона парных сравнений, критерий хи-квадрат 
Макнемара. Если рассматривается более двух переменных, 
относящихся к одной и той же выборке, то обычно использу-
ется дисперсионный анализ (ANOVA) с повторными измере-
ниями. Альтернативным непараметрическим методом 
является ранговый дисперсионный анализ Фридмана или  
Q критерий Кохрена. Q критерий Кохрена используется 
также для оценки изменений частот (долей). 

 
Таблица 25.1 

Параметрические и непараметрические  
методы статистики 

Группы Анализ 
Параметрический Непараметрический 

1 2 3 
Критерии 
различия 
между груп-
пами (неза-
висимые 
выборки) 

t-критерий Стьюдента 
для независимых выбо-
рок (две группы)* — 
дисперсионный анализ 
(несколько групп) 

Критерий серий Вальда — Воль-
фовица, критерий Манна — 
Уитни и двухвыборочный крите-
рий Колмогорова — Смирнова — 
ранговый дисперсионный анализ 
Краскела — Уоллиса и медиан-
ный тест (несколько групп) 

Критерии 
различия 
между груп-
пами (зави-
симые вы-
борки) 

t-критерий Стьюдента 
для зависимых выбо-
рок — хи-квадрат 
Макнемара (категори-
альные переменные) — 
дисперсионный анализ 
(ANOVA) с повторными 
измерениями (более 
двух переменных) 

Критерий знаков и критерий 
Вилкоксона парных сравнений — 
ранговый дисперсионный анализ 
Фридмана или критерий Кохрена 
(последний применяется, напри-
мер, если переменная измерена в 
номинальной шкале), критерий 
Кохрена используется также для 
оценки изменений частот (долей) 
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Окончание табл. 25.1 
1 2 3 

Критерии 
зависимости 
(связи) между 
двумя пере-
менными 

Коэффициент 
корреляции Пирсона 

Статистики Спирмена R, тау Кен-
далла и коэффициент Гамма — для 
категориальных переменных — 
Хи-квадрат, Фи коэффициент, 
точный критерий Фишера, крите-
рий зависимости между несколь-
кими переменными (коэффициент 
конкордации Кендалла) 

Примечание: * — t-критерий Стьюдента может быть использован для 
проверки гипотезы о различии средних только для двух групп, если сравни-
вается большее число групп, необходимо применять дисперсионный анализ 
и методы множественного сравнения (поправка Бонферрони, критерий 
Ньюмена — Кейлса, критерий Тьюки). Для сравнения нескольких групп с 
контрольной используют поправку Бонферрони и критерий Даннета. 

 
Зависимости между переменными. Для того чтобы 

оценить зависимость (связь) между двумя переменными, 
обычно вычисляют коэффициент корреляции. Непарамет-
рическими аналогами стандартного коэффициента корре-
ляции Пирсона являются статистики Спирмена К, тау 
Кендалла и коэффициент Гамма, Хи-квадрат, Фи коэффици-
ент, точный критерий Фишера, критерий зависимости меж-
ду несколькими переменными, так называемый 
коэффициент конкордации Кендалла. Коэффициент корре-
ляции (Пирсона или Спирмена) показывает, насколько 
тесно связаны между собой две рассматриваемые характе-
ристики (например, вес и рост), однако он не позволяет 
непосредственно оперировать значениями одной характе-
ристики (вес) для определения другой. Эта проблема реша-
ется с помощью методов линейной и нелинейной регрессии. 
Для оценки зависимости некоторого признака (например, 
вес) одновременно от нескольких других признаков (рост, 
пол, возраст) используют методы многомерного корреля-
ционного и регрессионного анализа. 

Анализ качественных признаков 
Все вышеизложенные статистические процедуры пред-

назначены для анализа количественных признаков (напри-
мер, объем легких, количество эритроцитов, лейкоцитов). 
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Анализ качественных признаков (например, красный или 
белый) осуществляется путем подсчета доли от общего 
числа объектов на то или иное значение (25 % черных,  
75 % рыжих). Затем, как и при анализе количественных 
признаков, рассчитывают среднее значение доли, стандарт-
ное отклонение и стандартную ошибку доли. Сравнение 
долей осуществляется с помощью критерия «я» с поправкой 
на непрерывность Йейтса, аналогичного 1-критерию Стью-
дента. Критерий «г» используется при двух значениях каче-
ственного признака (да или нет, розовый или синий). Для 
множественного сравнения применяется метод, аналогич-
ный дисперсионному анализу — критерий χ2 (хи-квадрат, 
один из непараметрических критериев) и точный критерий 
Фишера. 

При оценке вероятности отсутствия влияния того или 
иного действия на изучаемый объект (нулевая гипотеза) 
полученные результаты вышеназванных критериев значи-
мости (Р, I, г и др.) сравнивают с их критическими значени-
ями, которые представлены в специально разработанных 
таблицах. Критические значения зависят от количества 
измерений и уровня значимости. Чувствительность любого 
критерия возрастает с ростом наблюдаемых различий (раз-
ность средних) и снижается с ростом разброса значений 
(стандартное отклонение выборочной средней). С увеличе-
нием объема выборки (численности групп) чувствитель-
ность критерия увеличивается. 

Как правило, для оценки статистической значимости 
различий и проверки гипотез используют несколько крите-
риев, особенно это касается непараметрических методов 
анализа. Каждая непараметрическая процедура имеет свои 
достоинства и свои недостатки. Возможно, результаты 
проверки (разными тестами) будут различны. В таком слу-
чае следует попытаться понять, почему разные тесты дали 
разные результаты. С другой стороны, непараметрические 
тесты имеют меньшую статистическую мощность (менее 
чувствительны), чем их параметрические конкуренты, и, 
если важно обнаружить даже слабые отклонения, следует 
особенно внимательно выбирать статистику критерия. 

Расчет статистических параметров — трудоемкая и 
довольно сложная процедура. Поэтому для стандартизации 



309 

и облегчения расчетов используются различные пакеты 
прикладных программ для персонального компьютера. 
Наиболее распространены такие программы как Ехсеl, STA-
TISTICA, SPSS, STATGRAPHICKS, SYSTAT, SAS и BMDP, которые 
позволяют производить весь спектр статистической обра-
ботки полученных данных и отобразить результаты стати-
стических исследований в доступной форме (таблицы, 
различные типы графиков). 

Вот характеристики некоторых самых популярных: 
1. R: язык программирования и среда для статистиче-

ской вычислительной работы. Он предлагает широкий 
спектр пакетов для морфометрического анализа и визуали-
зации данных. 

2. GraphPad Prism: программа, предназначенная для 
анализа, графического представления и визуализации дан-
ных. Особенно популярна в биомедицинских исследованиях. 

3. SPSS (Statistical Package for the Social Sciences): широ-
ко используемая программа для статистического анализа, 
которая включает в себя широкие возможности для обра-
ботки различных видов данных. 

4. Statistica: пакет программ для статистического ана-
лиза и визуализации, предлагающий множество интегриро-
ванных инструментов для анализа данных. 

5. MATLAB: язык программирования и среда для чис-
ленных вычислений, идеально подходит для обработки 
больших объемов данных и выполнения сложных статисти-
ческих анализов. 

6. ImageJ: бесплатная программа для обработки изоб-
ражений, часто используемая в биологии и медицине. Хотя 
ее основной функционал связан с анализом изображений, 
в ней также есть возможности для статистического анализа. 

7. Python (с библиотеками Pandas и SciPy): язык про-
граммирования с многочисленными библиотеками, позво-
ляющими проводить статистические тесты, визуализировать 
данные и выполнять морфометрический анализ. 

Все они имеют свои особенности, положительные и 
отрицательные стороны использования. 

Так, при использовании программы STATISTICA на 
первом этапе анализа полученных количественных данных 
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с помощью раздела Descriptive Statistics определяют основ-
ные статистические характеристики изучаемых параметров 
(средняя, медиана, квартили, дисперсия, стандартное от-
клонение, стандартная ошибка, асимметрия и эксцесс). 
Затем с помощью Frequency Tables проводят тест на нор-
мальность распределения (критерии Колмогорова — Смир-
нова). 

На втором этапе исследования, в случае нормального 
или близкого к нормальному распределения, используют 
методы параметрической статистики. Различия между 
независимыми выборками определяют с помощью  
1-критерия для независимых выборок и дисперсионного 
анализа, различия между зависимыми выборками — с по-
мощью критерия для зависимых выборок и дисперсионного 
анализа (АNOVA) (Breakdown & one-way ANOVA). Степень 
зависимости между двумя переменными устанавливают с 
помощью коэффициента корреляции Пирсона (Correlation 
matrices). В случае ненормального распределения, или если 
не удалось установить тип распределения, используют 
методы непараметрической статистики. Различия между 
независимыми выборками определяют с помощью крите-
рия Вальда — Вольфовица, U критерия Манна — Уитни, 
двухвыборочного критерия Колмогорова — Смирнова, 
рангового дисперсионного анализа Краскела — Уоллиса 
и медианного теста. Для установления различия между 
зависимыми выборками используют критерий знаков и  
W-критерий Вилкоксона парных сравнений, а также ранго-
вый дисперсионный анализ Фридмана или С-критерий 
Кохрена. Степень и характер зависимости (функциональная, 
стохастическая) между двумя переменными устанавливают 
с помощью статистики Спирмена К, тау Кендалла и коэффи-
циента Гамма. Для категориальных переменных применяют 
Хи-квадрат, Фи коэффициент, точный критерий Фишера, 
критерий зависимости между несколькими переменными 
так называемый коэффициент конкордации Кендалла 
(Nonparametrics/Distrib). 

Изучение зависимости одного параметра от другого 
осуществляют с помощью регрессионного анализа (Multiple 
regression). 
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Интегральную оценку изучаемых групп по всей сово-
купности полученных параметров осуществляют с помощью 
метода кластерного анализа (Cluster Finalysis), в результате 
которого выявляют однотипные объекты и объекты, мак-
симально отличающиеся между собой. 

Все вышеизложенное является только основой для 
понимания современных методов статистического анализа 
полученной информации. Более детальное описание этих 
методов можно найти в специальных учебниках и моногра-
фиях. 

Необходимо отметить, что в последнее время на пер-
вое место выходит среда R, эта платформа позволяет ре-
шать любые поставленные задачи и творчески участвовать 
в написании кода. Кроме того, имеет огромную библиотеку 
и большое количество активных пользователей. Среда R — 
это мощный инструмент для статистического анализа и 
визуализации данных. Вот некоторые ключевые характери-
стики R, которые делают ее популярной среди статистиков 
и исследователей: 

1. Открытый исходный код: R является проектом с от-
крытым исходным кодом, что позволяет пользователям 
свободно использовать, модифицировать и распространять 
программу. 

2. Широкий спектр статистических методов: R под-
держивает множество статистических и математических 
методов, включая линейные и нелинейные модели, модели 
временных рядов, кластерный анализ, многомерный ана-
лиз и др. 

3. Пакеты и расширения: В R доступно огромное коли-
чество пакетов, которые можно устанавливать для выпол-
нения специфических задач. Пакеты, такие как ggplot2, 
dplyr, tidyr, caret и многие другие, значительно упрощают 
процесс анализа и визуализации данных. 

4. Визуализация данных: R предлагает мощные сред-
ства для графического отображения данных. Пакет ggplot2, 
например, предоставляет интуитивный и гибкий способ 
создания высококачественных графиков и визуализаций. 

5. Работа с данными: R поддерживает различные фор-
маты данных, включая текстовые файлы, CSV, базы данных 
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и данные из веб-ресурсов. Есть множество инструментов 
для очистки и преобразования данных. 

6. Поддержка программирования: R поддерживает 
объектно-ориентированное программирование, что позво-
ляет пользователям создавать функции и пакеты для по-
вышения повторного использования кода. 

7. Сообщество и поддержка: у R есть активное сообще-
ство пользователей и разработчиков, что обеспечивает 
доступ к обширной документации, форумам и ресурсам для 
обучения. 

8. Интеграция с другими языками: R может взаимо-
действовать с другими языками программирования, такими 
как Python, C++ и Java, что позволяет использовать его 
в комбинации с другими технологиями. 

9. Инструменты для отчетности: R поддерживает ин-
теграцию с R Markdown и Shiny, что позволяет пользовате-
лям создавать интерактивные отчеты и веб-приложения 
для представления результатов анализа. 

Для облегчения работы в этой среде имеется R Com-
mander — графический интерфейс для языка программиро-
вания R. Распространяется под лицензией GNU GPL. Язык 
программирования R, оснащенный Rcmdr вместе со связан-
ными с R Commander плагинами представляет свободную 
альтернативу коммерческим платным пакетам типа SPSS, 
Statistica. 

Из представленного нами списка компьютерных про-
грамм нужно также выделить ImageJ/Fiji с ее многочислен-
ными плагинами и макросами.  

ImageJ — это бесплатная и открытая программная 
платформа для обработки и анализа изображений, разрабо-
танная в Национальном институте здоровья США (NIH). Она 
активно используется в биологии, медицине и других науч-
ных областях для обработки, анализа и визуализации изоб-
ражений. ImageJ поддерживает множество форматов 
изображений и предлагает обширные возможности для 
обработки данных. 

Основные возможности ImageJ: 1. Обработка изобра-
жений: фильтрация (размытие, резкость, градиенты и т. д.), 
конвертация между различными цветовыми пространства-
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ми (rgb, hsv, grayscale), коррекция контраста и яркости, 
удаление фона. 2. Морфометрический анализ: измерение 
площади, длины, диаметра объектов, подсчет объектов 
(например, клеток) на фотографиях, — анализ форм, напри-
мер, с использованием параметров эллипса. 3. Анализ вре-
менных ряды: обработка временных последовательностей 
изображений для анализа изменений во времени, возмож-
ность создания анимаций. 4. Программирование и автома-
тизация: поддержка сценариев на языке java и макроязыке, 
что позволяет автоматизировать рутинные задачи, пользо-
ватели могут создавать собственные макросы и плагины 
для расширения функциональности программы. 5. Калиб-
ровка и метрология: установка масштаба изображения для 
точных измерений, возможность вести работы с многока-
нальными изображениями. 6. Простота использования: 
интуитивно понятный интерфейс, обширная документация 
на официальном сайте и поддержка сообщества. 

Комплексное использование ImageJ с плагинами Ilastik 
и StarDist: 

1. Ilastik — это интерактивный инструмент для анали-
за изображений, основанный на машинном обучении. Он 
часто используется в сочетании с ImageJ для автоматизации 
обработки и анализа изображений. 

Совместное использование: пред-диагностика: в Ilastik 
можно предварительно обработать и сегментировать изоб-
ражения, используя алгоритмы машинного обучения, чтобы 
выделить интересующие области, экспорт: после сегмента-
ции результаты могут быть экспортированы обратно в 
ImageJ для дальнейшего анализа и визуализации, автомати-
зация: с помощью Ilastik можно настроить модели для авто-
матической обработки данных, что значительно ускоряет 
процесс анализа. 

2. StarDist — это модель сегментации изображения, 
которая хорошо подходит для анализа клеточной структуры 
и морфологии. 

Совместное использование: сегментация — StarDist 
может быть использован для выделения объектов на изоб-
ражении (например, клеток) с высокой точностью (это 
особенно полезно для сложных изображений с наложением 
объектов), интеграция с ImageJ. 
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StarDist создает маски сегментации, которые можно 
импортировать в ImageJ для дальнейшего анализа. В ImageJ 
доступны различные инструменты для анализа полученных 
масок, включая морфометрический анализ; расширяемость: 
StarDist можно использовать в качестве плагина для ImageJ, 
что улучшает функциональные возможности и позволяет 
легко обновлять методику сегментации. 

Таким образом, комбинированное использование 
ImageJ с Ilastik и StarDist позволяет значительно улучшить 
процесс обработки и анализа изображений в морфометри-
ческих исследованиях. Каждый из инструментов предлагает 
уникальные возможности, которые в совокупности позво-
ляют проводить более точные и быстрые исследования, что 
особенно важно в биологических и медицинских приложе-
ниях. Совместное применение этих инструментов позволяет 
не только ускорить работу, но и увеличить достоверность 
получаемых результатов. 

Контрольные вопросы 
1. Определите морфометрию и ее основное назначение 

в биологии и ветеринарии. 
2. Какие основные методы морфометрии вы знаете? 

Приведите их краткое описание. 
3. Каковы основные этапы проведения морфометриче-

ского анализа? 
4. Что такое линейные параметры и как они исполь-

зуются в морфометрии? 
5. Какие основные типы данных используются в мор-

фометрическом анализе? 
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Глава 26. 
МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ 

ПРОСТРАНСТВЕННОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОБЪЕКТОВ И МАТЕМАТИЧЕСКОЕ 

МОДЕЛИРОВАНИЕ 

26.1. Методы и технологии визуализации 
биологических структур  

Одной из современных тенденций в развитии методо-
логии познания структуры биологических тканей является 
использование различных методов изучения их простран-
ственной организации (3D). Цели этого направления — поиск 
новых и совершенствование существующих в 2D способов 
получения информации о клетках (цитология), тканях (ги-
стология) и органах (анатомия) in vivo и после фиксации 
материала (in vitro). Основными задачами являются:  

1) улучшение качества изображений клеток и тканей
для более точного анализа и диагностики; 

2) создание точных моделей тканей и органов для
обучения и практического применения в медицинском 
образовании;  

3) развитие новых методов исследований в области
гистологии и биомедицины на основе 3D-технологий; 

4) улучшение понимания структуры и функций тканей
и органов человека и животных; 

5) помощь в разработке инновационных методов ле-
чения и диагностики заболеваний на основе анализа 3D-
моделей тканей. 

Все 3D-технологии базируются на получении каким-
либо образом (с рассечением и без рассечения образца, 
с фиксацией и без таковой) изображений серийных срезов 
образца с последующей его реконструкцией на их основа-
нии — получается новая дополнительная или виртуальная 
реальность, с которой можно уже работать с использовани-
ем специальных программ (слайсеры, предоставляют 
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мощные инструменты обработки медицинских изображе-
ний, визуализации и анализа данных). 

Некоторые основные способы применения 3D-техно-
логий в цитологии и гистологии.  

1. 3D-моделирование клеток и тканей: с помощью спе-
циального программного обеспечения и сканирования 
клеток и тканей (конфокальная микроскопия, компьютер-
ная и магнитно-резонансная томография) их можно воссо-
здать в виде трехмерных моделей. Это позволяет изучать 
структуру и взаимодействие клеток и тканей с более высо-
кой точностью.  

2. Дополненная и виртуальная реальность: с помощью 
виртуальной реальности и 3D-моделей исследователи могут 
погружаться внутрь клеток и тканей и изучать их структуру 
и функцию более эффективно. Это позволяет проводить 
точные и детальные исследования.  

3. Печать клеток и тканей: с помощью 3D-печати мож-
но создавать трехмерные модели клеток и тканей для более 
точного изучения их структуры и функции. Это также может 
быть использовано для создания тканевых имплантатов и 
моделей для обучения.   

4. Анализ данных в 3D: современные программы ана-
лиза данных позволяют изучать клетки и ткани в трех из-
мерениях, что дает возможность более точно определить 
структуру и функцию клеток. 

3D-технологии в гистологии начали активно разви-
ваться в последние десятилетия. Использование трехмер-
ных моделей зародилось как метод анализа структуры 
клеток и тканей для их более точной оценки. В начале  
2000-х годов появилась технология сканирования тканей с 
помощью лазерного микроскопа, которая позволяет полу-
чить высококачественные изображения субмикроскопиче-
ского разрешения. Однако эти изображения были 
двумерными, и для анализа требовалось использование 
специализированных программ для реконструкции трех-
мерных моделей. С развитием компьютерных технологий 
и программного обеспечения стали появляться все более 
качественные методы создания 3D-моделей тканей. В насто-
ящее время существуют различные методы для создания 
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трехмерных моделей, такие как томография, обратное вос-
становление и цифровая гистология. 

Технологии 3D в гистологии позволяют более деталь-
но изучать структуру тканей, их взаимодействие и связь 
с различными заболеваниями. Кроме того, трехмерные 
модели помогают улучшить обучение и визуализацию био-
логических процессов, а также создавать инновационные 
методы диагностики и лечения. 

Для визуализации объектов интереса используются 
активные 3D-технологии — очки или специальные экраны, 
которые чередуют изображения для каждого глаза, создавая 
эффект трехмерности. Пассивные 3D-технологии — исполь-
зуют поляризацию света для создания эффекта трехмерно-
сти, при этом используются «пассивные» (то есть без 
активных элементов) очки с поляризаторами или свето-
фильтрами вместо линз. Автостереоскопия — технология, 
которая дает возможность создавать трехмерное изображе-
ние без использования очков, благодаря специальной 
структуре экрана или линз.  

В силу интенсивного технологического развития от-
крываются широкие возможности применения 3D-техноло-
гий в морфологии.  

1. Это, прежде всего, виртуальная реконструкция тка-
ней и органов. С помощью 3D-технологий можно создавать 
трехмерные модели тканей и органов человеческого орга-
низма для их дальнейшего изучения и анализа.  

2. С помощью 3D-сканирования и моделирования 
можно готовить атласы органов, которые могут быть ис-
пользованы для обучения студентов в медицинских учеб-
ных заведениях.  

3. С помощью 3D-технологий можно проводить анализ 
морфологических изменений в тканях и органах человеческо-
го организма в ходе различных патологических процессов. 

Очевидно, что на данный момент одним из креатив-
ных направлений 3D-технологий является биопринтинг, 
который позволяет получать органы и ткани с помощью 3D-
печати. Он объединяет принципы 3D-печати с биологиче-
скими материалами для создания органов и тканей. Это 
процесс, в котором специальный 3D-принтер использует 
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биопринт-материалы, содержащие живые клетки, чтобы 
создавать трехмерные структуры, соответствующие анато-
мии организма.  

Важно то, что основной принцип биопринтинга за-
ключается в предварительном формировании трехмерной 
модели органа или ткани на компьютере. Затем эта модель 
передается на 3D-принтер, который постепенно создает 
структуру, слой за слоем, используя биопринт-материалы 
с живыми клетками. Это позволяет моделировать сложные 
и точные структуры, адаптированные под конкретного 
пациента. Данная технология находится на начальном этапе 
своего развития, но имеет большой потенциал. 

Следовательно, создание трехмерных моделей клеток 
и тканей является важным инструментом для изучения и 
исследования биологических процессов. Эти модели позво-
ляют наглядно представить структуру и функции клеток 
и тканей, и использовать их для обучения, демонстрации 
и проведения научных исследований. 

Существует несколько способов создания трехмерных 
моделей клеток и тканей. Один из них — это использование 
компьютерных программ для моделирования, таких как 
Blender, Autodesk Maya или Zbrush. С их помощью можно 
создавать детальные и реалистичные трехмерные модели 
(изображения) клеток и тканей, включая их внутреннюю 
структуру и органеллы. Другой способ — это использование 
3D-принтеров для создания физических моделей клеток 
и тканей. С их помощью можно формировать реалистичные 
трехмерные макеты, которые можно потрогать руками и 
использовать для обучения и проведения экспериментов. 

Трехмерные модели клеток и тканей могут быть ис-
пользованы в различных областях науки и медицины, таких 
как биология, цитология, гистология, топографическая 
анатомия, медицинская диагностика, фармакология и тка-
невая инженерия. Путем перевода плоского изображения 
в объемный макет они извлекают дополнительную инфор-
мацию и помогают улучшить понимание биологических 
процессов и их изменение при различных воздействиях. 

В зависимости от физико-химической основы сегмен-
тирования существует множество методов визуализации 
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структур организма. Это микроскопия, компьютерная томо-
графия (КТ), магнитно-резонансная томография (МРТ) 
и техники ядерной медицины. 

Микроскопия позволяет наблюдать клетки и их внут-
ренние структуры на микроскопическом уровне. С помощью 
препарирования тканей и окрашивания клеток можно уви-
деть и изучить их органеллы, ядра, цитоскелет и другие 
внутренние компоненты in vivo и in vitro. Классическая 
световая микроскопия расширена за счет использования 
моно- и поликлональных антител для иммуногистохимиче-
ских реакций с флюоресцирующей и нефлюоресцирующей 
меткой (хромоген DAB — 3,3'-диаминобензидин, докраска 
гематоксилином) к различным белкам тканей. 

В настоящее время наиболее адекватным для 3D-тех-
нологий является конфокальный лазерный микроскоп — 
мощный инструмент при исследованиях микроскопических 
объектов с высоким разрешением. Он использует лазерный 
источник света, который фокусируется на образце с помо-
щью конфокальной системы, что позволяет получать изоб-
ражения с очень высокой четкостью и контрастностью. 

Конфокальная технология в микроскопии отличается 
тем, что за счет применения узкой диафрагмы, на фотомат-
рицу поступает свет только от интересующей исследовате-
ля точки, а фоновый (рассеянный соседними точками 
ткани) свет блокируется. Это позволяет исследователям 
получать изображения с очень маленькой глубиной резко-
сти и устранять размытие изображения, вызванное различ-
ными плоскостями образца. 

Конфокальные лазерные микроскопы широко исполь-
зуются в научных и медицинских исследованиях для анали-
за клеток, тканей и других объектов. Они позволяют 
исследователям получать детальные трехмерные изобра-
жения объектов и изучать их структуру и свойства на мик-
роскопическом уровне. 

Конфокальная микроскопия с несколькими флуорес-
центными метками — это метод исследования биологиче-
ских объектов, который позволяет одновременно 
наблюдать несколько различных структур или молекул 
в клетке или ткани. Для этого используются различные 
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флуоресцентные метки, каждая из которых обладает спе-
цифическими свойствами поглощения и испускания света 
при воздействии на нее определенной длины волны. 

При конфокальной микроскопии с несколькими флуо-
ресцентными метками каждая метка окрашивает опреде-
ленные структуры или молекулы в образце, и затем с 
помощью специальных фильтров и детекторов можно раз-
личать разные флуоресцентные сигналы и визуализировать 
их на экране микроскопа или в системах дополненной и 
виртуальной реальности (специальные шлемы, очки, экра-
ны). Этот метод дает возможность получать информацию 
о взаимодействии и локализации различных молекул в 
клетке или ткани и проводить более детальный и точный 
анализ исследуемых образцов в пространстве. 

Двухфотонная микроскопия — метод исследования 
биологических образцов, который использует два инфра-
красных фотона для возбуждения флуоресцентных молекул. 
Этот метод позволяет получать изображения с высоким 
разрешением на глубине тканей, что делает его особенно 
полезным для изучения живых организмов. Двухфотонная 
микроскопия также позволяет уменьшить фотошум и по-
вреждение тканей, что делает его безопасным для долго-
срочных наблюдений. 

Двухфотонная и мультифотонная микроскопия — это 
разные методы микроскопии, хотя они оба основаны на 
использовании фотонов для наблюдения объектов на мик-
роскопическом уровне. Мультифотонная микроскопия 
является подмножеством двухфотонной микроскопии, 
и включает в себя возбуждение флуорофора на нескольких 
местах внутри образца. Этот метод также позволяет улуч-
шить разрешение изображения и глубину проникновения 
света, что полезно для изучения толстых образцов, таких 
как ткани. Он широко используется в нейронауках для изу-
чения живых нейронов мозга. 

Таким образом, двухфотонная и мультифотонная мик-
роскопия имеют схожие принципы работы, но различаются 
в том, как используются фотоны для возбуждения образца и 
в каких областях науки исследования они применяются. 

Голографические микроскопы — устройства, которые 
используют голографическую технологию для получения 
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изображения образцов на микроуровне. Они позволяют 
получать более детальные и точные изображения, чем 
традиционные оптические микроскопы. Принцип работы 
голографического микроскопа заключается в том, что он 
записывает голограмму образца, используя интерференцию 
световых волн. Затем эта голограмма может быть воспроиз-
ведена с помощью лазера, что позволяет получить трехмер-
ное (3D) изображение образца с высоким разрешением. 

Голографические микроскопы могут использоваться 
в различных областях биологии, медицины и нанотехноло-
гий. Они помогают изучать структуру и свойства материа-
лов на уровне отдельных микрочастиц и молекул, что имеет 
большое значение для развития науки и технологий. 

Сканирующая электронная микроскопия — это метод 
изучения структуры и состава материалов, основанный на 
использовании электронного луча. С помощью сканирующего 
электронного микроскопа можно получить изображения 
поверхности образца с очень высоким разрешением, что 
позволяет увидеть минимальные детали и структуры, неви-
димые при использовании обычного оптического микроскопа. 
Этот метод также используется в различных областях науки и 
техники, включая биологию, медицину, нанотехнологии. 

Компьютерная томография и магнитно-резонансная 
томография позволяют получить трехмерные изображения 
внутренних органов и тканей без необходимости проведения 
хирургических вмешательств. Эти методы могут использо-
ваться для диагностики различных заболеваний, а также для 
планирования и контроля хирургических операций. 

Техники ядерной медицины, такие как позитронно-
эмиссионная томография (ПЭТ) и однофотонная эмиссионная 
компьютерная томография (ОФЭКТ), дают возможность 
изучать биохимические процессы и функционирование орга-
нов в реальном времени. Эти методы могут быть использова-
ны для диагностики рака, сердечно-сосудистых заболеваний, 
неврологических расстройств и других заболеваний. 

Следовательно, в настоящее время в гистологии сфор-
мировались новые методы исследования с использованием 
3D-технологий: 

1. 3D-сканирование позволяет создать точную трех-
мерную модель объекта или поверхности с помощью специ-
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ального сканера. Это может быть полезно для создания 
реалистичных моделей для исследования или визуализации 
данных. 

2. 3D-моделирование. С помощью специализированно-
го программного обеспечения и компьютерных алгоритмов 
исследователи могут создавать и анализировать сложные 
трехмерные модели, что может помочь в понимании слож-
ных процессов или структур. 

3. Виртуальная и смешанная реальность. Использова-
ние виртуальной реальности позволяет создавать иммер-
сивные среды для исследования и визуализации данных. 
Это может быть полезно, например, для изучения трехмер-
ных структур или их пространственных взаимодействий. 

4. 3D-печать позволяет создавать физические объекты 
на основе трехмерных моделей, что может быть важным для 
создания прототипов или демонстрации результатов иссле-
дования. 

5. 3D-анализ. С использованием специализированных 
программных инструментов и алгоритмов исследователи 
могут проводить более детальный анализ трехмерных 
данных, что может привести к новым открытиям и понима-
нию изучаемых объектов. 

Следовательно, методы визуализации биологических 
структур крайне разнообразны и с их помощью можно опре-
делить 3D-композиции молекул, клеток, тканей и органов. 
В сочетании с возможностями современных процессоров и 
графических карт это позволяет получать реалистичные 
объемные модели любой сложности, включая и нейронные 
сети нервной системы. Кроме того, технологический про-
гресс не останавливается и направлен на алгоритмизацию 
достижения любой конкретной цели исследователя, а созда-
ние и контроль процесса получения новых данных будет 
осуществляться системами с искусственным интеллектом. 
Этому способствует стандартизация и автоматизация всех 
этапов морфологического исследования. Человеку в этой 
исследовательской машине отводится роль генератора ирра-
циональных креативных идей и задач.  

Согласно этому заключению, можно предположить, 
что 3D-технологии будут играть все более важную роль 
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в морфологических исследованиях, обеспечивая возмож-
ность более точного и детального изучения объектов.  

Ниже представлены несколько перспективных направ-
лений развития 3D-технологий в морфологии: 

1. Увеличение точности и детализации изображений. 
С развитием 3D-сканирования и моделирования, возможно-
сти создания более точных 3D-моделей объектов и органов 
значительно увеличиваются. Это позволяет исследователям 
более детально изучать структуру и функции объектов. 

2. Развитие виртуальной реальности и дополненной 
реальности. 3D-технологии могут быть использованы для 
создания виртуальных моделей органов и объектов, что 
облегчает обучение студентов и специалистов, а также 
улучшает понимание сложных анатомических структур. 

3. Развитие программного обеспечения для анализа 
3D-данных. Появление специализированного программного 
обеспечения позволяет обрабатывать и анализировать  
3D-данные с высокой точностью и эффективностью, что 
стимулирует развитие методов исследований в морфологии. 

Таким образом, перспективы развития 3D-технологий 
в морфологии очень обширны и обещают дальнейший про-
гресс в изучении клеточной биологии, цитологии, гистоло-
гии и анатомии различных объектов.  

26.2. Основы цифровой морфологии 
В предыдущих главах подробно рассмотрены проце-

дуры подготовки материалов для гистологических исследо-
ваний. Как известно, большинство выводов строится на 
основе визуального наблюдения окрашенных тканей, реги-
страции формы и размеров окрашенных структур, сравне-
ния геометрических параметров (длины, площади, 
удельного количества элементов, формы) различных струк-
тур, представленных на срезе. Очевидно, что результаты 
такого анализа во многом зависят от опыта исследователя 
и его личного взгляда на значение формы и соотношения 
тканевых структур.  

В результатах гистологического анализа клеток и тка-
ней достаточно велик уровень субъективизма. Так, в работе 
[12] на хорошем системном уровне проведено исследование 
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степени субъективизма в постановке диагноза на основе 
исследований биопсии. Наиболее ярким его проявлением 
является следующий пример: 60 гистологических образцов 
были показаны 187 специалистам, никак не связанным друг 
с другом. В итоге было получено 36 различных диагнозов, 
в 45 % случаев различные специалисты давали различные 
заключения. Спустя 8 месяцев 118 из ранее задействован-
ных специалистов вновь получили эти же 60 образцов, но их 
не уведомили, что эти образцы они уже видели. В итоге 
33 % специалиста дали заключение, отличное от своего 
предыдущего.  

Помимо субъективизма оценки, такие отличия могут 
быть обусловлены и тем, что в каждом случае, специалисты 
рассматривали разные области среза, поскольку его геомет-
рические размеры, по сравнению с изучаемыми объектами 
(клетками, ядрами клеток, мембранами), достаточно вели-
ки. Типичный размер изображения после оцифровки стекла 
равен 100 тыс. × 100 тыс. пикселей, что в общей сложности 
составляет ~ 10 млрд пикселей. Проанализировать такой 
объем данных полностью одному человеку достаточно 
сложно и требует много времени. В ходе столь длительного 
исследования накапливается усталость, и точность анализа 
может снижаться.  

Таким образом, все описанное выше приводит к мыс-
ли, что требуется автоматизировать процесс обработки 
изображений гистологических стекол, что позволит: 
а) сократить время исследования, б) устранить субъекти-
визм итогового заключения, в) повысить точность итогово-
го заключения за счет рассмотрения всего изображения 
полностью. В морфологии рассматривается несколько спо-
собов автоматизации.  

Возможности использования  
методов компьютерного зрения 

Поскольку человек анализирует препараты визуально, 
то очевидно, что в качестве автоматизации можно приме-
нить методы компьютерного зрения. Принципиальная 
организация таких инструментов следующая. У человека 
(специалист, морфолог) есть детекторы (глаза), при помощи 
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В результате, полученные ответы позволяют прийти 
к выводу, что единственным возможным вариантом постро-
ения классификатора и получения результата анализа с 
удовлетворительной точностью является применение глубо-
ких нейронных сетей. Формируем выборку, строим нейрон-
ную сеть или используем перенос знаний из существующей 
обученной нейронной сети. И в итоге применяем обученный 
классификатор для маркировки опухолей (рис. 26.13). 

 

 
Рис. 26.13. Результат применения обученной нейронной сети для 

определения границ опухоли на срезе. Границы опухоли отмечены 
синей пунктирной линией, зелеными пунктирными линиями 

отмечены некротизированные ткани внутри опухоли [19] 
 

Определив границы опухоли, легко автоматически 
подсчитать все необходимые площади и получить значение 
опухолевой нагрузки. Обобщение приведенных выше дан-
ных позволяет сделать следующие выводы: 

1. Использование современных методов цифровой 
морфологии может ускорить процесс проведения анализа, 
а также повысить его точность. 
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2. Пороговый классификатор легок в использовании, 
позволяет быстро получить результат. Однако его минусом 
является требование к высокому контрасту изображений; 
с ростом количества классов точность классификации мо-
жет снижаться. 

3. Простые методы машинного обучения (например, 
решающие деревья) позволяют добиться более высокой 
точности по сравнению с пороговым фильтром, но также 
требуют достаточно высокого контраста изображений.  

4. Глубокие нейронные сети могут решать практически 
любую задачу классификации тканей на срезе, но требуют 
дополнительное время на подготовку выборки и процесс 
обучения. Поэтому применение нейронных сетей является 
наиболее выгодным, когда результат основывается на мор-
фологии (геометрических особенностях) объектов в образцах. 

Программное обеспечение  
для задач цифровой морфологии 

На современном этапе в научных публикациях приво-
дится большое количество работ, посвященных разработке 
новых методов и подходов к анализу медицинских изобра-
жений. Прежде всего, это связано с применением специаль-
ной архитектуры нейронных сетей, под названием U-net, что 
хорошо описывает принцип ее организации и работы. Однако 
для конечного пользователя, специалиста-морфолога (пато-
морфолога), ежедневно занимающегося анализом биопсион-
ного материала в медицинской лаборатории, архитектура 
программного решения может быть не столь интересна, как 
сам программный продукт, готовый к применению здесь 
и сейчас. Морфологу требуется приложение, помогающее 
автоматизировать процесс проведения анализа и которое 
разгрузит специалиста, взяв на себя бóльшую часть рутинной 
работы. Поэтому материал данной главы был бы не полон 
без краткого обзора существующих решений. 

Как уже отмечалось выше, некоторые программные 
комплексы могут поставляться с аппаратурой и, как след-
ствие, оптимизированы для работы с теми или иными 
устройствами. Это коммерческие продукты, стоимость кото-
рых достаточно высока и обычно формируется в результате 
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общения между заказчиком и поставщиком. Кроме коммер-
ческих, существуют также свободно распространяемые про-
дукты, создаваемые учеными для ученых. Их можно 
использовать совершенно бесплатно. Их преимуществом, как 
правило, является способность работать под управлением 
различных операционных систем (Windows, MacOS, Linux). 
Отрицательным моментом такого ПО является скудная до-
кументация, малое количество обучающих материалов, 
а также требование знания основ современных информаци-
онных технологий.  

Перечень и возможности некоторых программных 
продуктов для анализа цифровых копий гистохимических 
препаратов приведены в табл. 26.1. 
 

Таблица 26.1 
Сводная таблица по наиболее популярным  

программным продуктам для автоматизации рутинных задач  
специалистов-морфологов 

Название  
(разработчик) 

Тип  
лицензии Возможности 

1 2 3 

PathAI Diagnos-
tics, 

PathAI AISight, … 
(PathAI Inc. США) 

Коммер-
ческая 

Поддерживает все распространенные форма-
ты хранения гистологических данных, имеет 
интерфейсы прямого взаимодействия с 
цифровыми микроскопами компаний Philips 
и Roche. 
Используется более 100 различных алгорит-
мов машинного обучения для автоматиче-
ской сегментации объектов на уровне 
тканей, клеток и субклеточных структур.  
В распоряжении пользователей продукта 
имеется огромная база данных, насчитыва-
ющая более 50 млн. цифровых изображений 
препаратов со всего Мира. Для обучения 
модулей было привлечено 550+ морфологов, 
которые сделали более 15 млн. аннотаций. 
Программа поддерживает автоматическое 
выравнивание срезов (исходного и с резуль-
татами обработки/анализа), определение и 
устранение артефактов, сегментацию тканей, 
клеток и автоматическое аннотирование 
областей на срезе. Имеется возможность на 
основе анализа H&E окраски предсказывать 
мутацию конкретных генов. 
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Продолжение табл. 26.1 
1 2 3 

  
Основной упор разработчики делают на приме-
нении существующих и поиске новых биомарке-
ров, даже тех, которые неразличимы человеком 

Visiopharm 
(Visioparm 

group, 
Дания) 

Коммер-
ческая 

Функционал программного обеспечения 
включает в себя автоматическое выравнивание 
срезов и их серий с наложением различных 
вариантов окраски друг-на-друга. Поддержива-
ется пакетная обработка множества срезов с 
автоматическим определением расположения 
границ среза на сетке. Запатентованные алго-
ритмы разделения различных видов тканей 
(например, опухоль и строма). Поддерживается 
автоматический расчет количественных 
характеристик областей: объем, площадь, 
длина, количество элементов каждого выде-
ленного типа и так далее 

Aiforia 
(Aiforia 

Technologies 
Plc, Финлян-

дия) 

Коммер-
ческая 

Линейка продуктов для клинических лабора-
торий содержит несколько модулей для диа-
гностики различных видов рака. 
Поддерживается множество форматов файлов 
хранения WSI-снимков, проводится оценка 
изображений по наиболее известным марке-
рам, выполняется подсчет объектов на снимках 
и так далее. 
Линейка продуктов для исследователей пред-
ставлена двумя продуктами: Aiforia Create — 
позволяет пользователям создавать и верифи-
цировать свои собственные модели с искус-
ственным интеллектом, Aiforia Study — 
средство для анализа изображений, в котором 
реализованы новейшие ИИ-алгоритмы. 
Продукты Aiforia успешно применяются в 
неврологии для диагностики болезней Пар-
кинсона, Гентингтона, Альцгеймера и других. 
В диагностике инфекционных заболеваний 
(туберкулез, малярия, коронавирус и других). 
В анализе тканей (плацента, эпителий, иммун-
ные клетки, кровь и другие). Опубликованы 
также результаты использования данного 
продукта в оценке загрязнения при фермента-
ции дрожжей, оценке состояния тканей атлан-
тического лосося и их изменения со временем, 
оценки изображений грудины макаки с целью 
идентификации и подсчета гемопоэтических 
клеток костного мозга 
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Продолжение табл. 26.1 
1 2 3 

PathVision.ai 
(ООО Циф-

ровой 
онкоморфо-
лог, Россия) 

Коммер-
ческая  

Программное обеспечение для обработки 
оцифрованных изображений микропрепаратов 
тканей и органов «PathVision.ai» предназначено 
для автоматизации процессов патоморфологи-
ческой лаборатории. Среди основных возможно-
стей данного ПО можно выделить: отображение 
разметки патологий, создание заключения по 
препарату, сохранение заключения внутри 
системы, создание/редактирование разметки, 
возможность измерения площади патологии 
встроенными инструментами, возможность 
запуска модуля искусственного интеллекта для 
получения мнения ИИ, организация хранилища 
с разделами и разными уровнями допуска к 
разделам. Разработана в РФ. Компания-
разработчик является резидентом Сколково 

Onecell 
(OneCell, 

MedGroup, 
Россия) 

Коммер-
ческая  

Цифровая платформа для визуализации изоб-
ражений и онлайн консультаций. Среди наибо-
лее интересных функций можно выделить 
следующие: систему организации хранения 
патологоанатомических изображений с воз-
можностью доступа с компьютеров, располо-
женных по всему миру (достаточно иметь 
доступ к сети Интернет); просмотрщик микро-
изображений с функциями морфометрии и 
аннотирования, автоматическое сопоставление 
последовательных срезов, сделанных с одного 
гистологического блока, возможность прово-
дить совместные консультации в онлайн и 
офлайн режимах. Для анализа изображений 
используются различные алгоритмы машин-
ного обучения и искусственного интеллекта 

QuPath 
(Центр 

исследова-
ний рака и 
клеточной 
биологии 

при Королев-
ском универ-

ситете в 
Белфасте, 

Великобри-
тания) 

Свободная  
GNU GPL 

3.0 

Впервые было представлено в 2017 г. в работе 
[20]. Поддерживает работу с большим количе-
ством форматов цифровых копий гистологиче-
ских препаратов, включая файлы с «пирами-
дальной» структурой, в которых на нескольких 
слоях хранятся изображения с разным увели-
чением. 
В QuPath реализованы алгоритмы выделения 
различных клеток и тканей, а также создание 
собственных масок, на основе которых встро-
енные алгоритмы машинного обучения спо-
собны выделять/разделять пятна особой 
структуры. Имеются также инструменты для 
подсчета таких характеристик на изображении,  
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Продолжение табл. 26.1 
1 2 3 

  

как площадь областей интереса, количество 
объектов (клетки, ядра), построение иерар-
хий объектов на изображении и так далее. 
Приложение поддерживает автоматизацию 
обработки изображений с использованием 
интерпретатора языка программирования 
Python, благодаря чему в пакет также встрое-
ны модели глубоких нейронных сетей для 
более точной сегментации клеток, ядер и 
других объектов на цифровых срезах 

ilastik 
(Европейская 
лаборатория 
молекуляр-
ной биоло-

гии, 
Евросоюз) 

Свободная  
GNU GPL 2.0 

Создано в 2010 г. силами нескольких евро-
пейских биологических лабораторий. Данное 
программное обеспечение (платформа) 
позволяет решать задачи интерактивной 
сегментации изображений, классификации 
объектов и их анализа. Благодаря модульно-
сти данной платформы большинство задач 
могут быть решены в пакетном режиме. 
В пакете реализовано большое число моделей 
машинного обучения для обработки изобра-
жений и выделения на них объектов различ-
ных типов. Имеется также модуль для 
воксельной сегментации изображений и 
построения трехмерных структур на основе 
«стопки» срезов. Кроме того, имеется модуль 
для отслеживания перемещений живых 
организмов, например, перемещение мышей 
в клетках или мушек в контейнере. На вход 
этому модулю может поступать как видео-
сигнал с камеры, так и уже записанное видео 

Orbit  
(Idorsia 

Pharmaceuti-
cals Ltd, 

Швейцария) 

Свободная  
GNU GPL 3.0 

Поддерживает работу с большими изображе-
ниями, полученными по технологии WSI, а 
также со множеством других форматов биоло-
гических изображений. Имеет инфраструктуру 
для подключения к серверам изображений в 
локальной и глобальной сетях. Orbit содержит 
множество алгоритмов машинного обучения 
для определения соотношений представимо-
сти различных тканей на срезе, сегментации 
объектов/клеток, классификации выделяе-
мых объектов. Имеет средства для автомати-
ческого выделения и аннотирования 
областей интереса. Поддерживает скрипты на 
языке Python, разработку и внедрение новых 
модулей 
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Окончание табл. 26.1 
1 2 3 

PathML 
(Институт 
рака Дана-
Фарбер и 
медицин-

ский центр 
Вейля 

Корнелла, 
США) 

Свободная  
GNU GPL 

2.0 

Библиотека для языка программирования Python, 
содержащая множество функций для обработки 
цифровых копий биологических изображений.  
Поддерживает работу с WSI-данными, работу с 
параметрами изображения (цветность, гамма, 
контрастность, яркость), содержит функции 
распознавания наиболее известных маркеров.  
В библиотеке реализованы самые передовые 
алгоритмы машинного обучения для обработки 
цифровых копий гистохимических препаратов.  
Необходимы навыки программирования на Python 

Примеры анализа гистологических изображений  
с использованием программных продуктов 

Ниже приводятся примеры использования свободно 
распространяемых программных продуктов для анализа 
нескольких полей зрения, полученных в результате оцифров-
ки реального стекла при иммуногистохимическом исследова-
нии лимфатического узла у белой крысы (гистологические 
препараты А. Х. Ланичевой и В. В. Семченко). 

Пример 1. Определение областей с различной реакцией 
на маркер. Подготовка: 1. 2 класса объектов: положительная 
и отрицательная реакции. 2. Вариативность отсутствует.  
3. Цветовой контраст между классами имеется. 4. Морфоло-
гия объектов не используется. 5. Морфолог легко определяет 
каждый класс по цвету. 6. Результат требуется получить 
сейчас. Следовательно, можно использовать классификацию 
на основе простых методов машинного обучения. 

Пошаговое выполнение:  
1. Запустить пакет QuPath и в появившемся окне 

нажать кнопку Get Started! (рис. 26.14). В данном случае 
последней доступной версией является 0.5.1, но поскольку 
проект достаточно часто публикует обновления, на момент 
чтения пособия, на официальном сайте уже может быть 
новая версия.  

2. Нажать кнопку Create Project или выбрать последо-
вательно пункты текстового меню File  Project…  Create 
project. В открывшемся окне определить папку (каталог), 
в которой следует хранить все файлы данного проекта.  
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Рис. 26.14. Основное окно пакета QuPath 

 

  
                      (а)                                                            (б) 

Рис. 26.15 (а) окно задания параметров импорта изображения  
в проект; (б) окно пакета с импортированным изображением 

(здесь и с рис. 26.16 до рис. 26.19 мозговое вещество лимфатиче-
ского узла крысы; иммуногистохимическое окрашивание антите-

лами к CD-68; непрямая стрептавидин-биотиновая реакция  
система детекции; ув. х630) 

 
3. Нажать кнопку Add image и выбираем параметры им-

порта изображения (рис. 26.15а). Затем нажимаем кнопку 
Choose files. В открывшемся диалоге находим необходимый 
файл(ы), выбираем их и нажимаем кнопку Оk. По возвращению 
в окно импорта нажимаем кнопку Import. Изображение(-я) 
появляется в списке слева. Двойной щелчок на нем отобра-
зит его в основной области (рис. 26.15б). 
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4. В левой области щелкнуть на кнопку (выбрать 
вкладку) Annotation и перейти в режим разметки изображе-
ния. Для того чтобы QuPath научился выделять области с 
положительной и отрицательной реакциями на маркер, его 
необходимо обучить, а для это требуется выделить и поме-
тить области каждого типа. Как видно на рис. 26.16, в при-
ложении имеется уже несколько предопределенных 
категорий областей препарата. Нажать на кнопку Auto set 
внизу столбца с категориями, чтобы все помечаемые обла-
сти автоматически относились к текущему выбранному 
классу. Далее выбрать в любом порядке категории областей 
и выделить несколько участков области каждого типа. Как 
видно на рис. 26.16, выбрано по 9 участков каждого типа. 

5. Для настройки классификатора следует выбрать 
последовательно пункты текстового меню Classify  Pixel 
Classification  Train Pixel classifier или нажать комбинацию 
клавиш Ctrl+Shift+P. 

 

 
Рис. 26.16. Выделенные зоны лимфатического узла для обучения: 

зоны коричневого окрашивания — положительная реакция на 
маркер; все остальные зоны (области с синими границами) — 

отрицательная реакция на маркер. На рисунке красными и синими 
линиями показаны границы выделенных областей, которые  

будут участвовать в обучении классификатора 
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6. В появившемся окне (рис. 26.17) можно задать па-
раметры классификатора: 

a. Classifier — выбор типа классификатора, то есть ал-
горитма машинного обучения, который определит принад-
лежность каждой точки изображения тому или иному типу 
области. 

b. Resolution — выбор разрешающей способности для 
анализа. Чем меньше разрешение, тем больше размер бло-
ков разбиения. Для более точного представления лучше 
выбрать — Full.  

c. Output — что выводить на экран: результат класси-
фикации или карту распределения вероятности принад-
лежности к тому или иному типу области. 

d. Region — в какой области проводить классифика-
цию. В нашем случае выбрано — все изображение. 

7. Для просмотра результата классификации в реаль-
ном режиме времени нажать кнопку Live prediction. Для 
управления степенью прозрачности слоя классификации 
можно воспользоваться бегунком под окном предваритель-
ного просмотра или на панели инструментов. Попробуйте 
менять параметры классификатора и посмотрите, как меня-
ется результат классификации. 

8. Для того чтобы сохранить полученный результат 
обучения и/или подсчитать статистику следует нажать на 
кнопку с тремя вертикальными точками внизу окна 
настройки классификатора и выбрать пункт Enable buttons 
for unsaved classifiers. После этого можно ввести имя сохра-
нения классификатора и нажать кнопку Save.  

9. Для подсчета статистических величин следует вни-
зу окна настройки классификатора нажать кнопку Measure 
и в появившемся диалоге выбрать в строке Select objects 
пункт Full image. Полученные результаты можно увидеть на 
рис. 26.18 и в табл. 26.2. 
 

Таблица 26.2 
Результат классификации тканей на представленном изобра-
жении и подсчет площади, занимаемой препаратом с положи-

тельной и отрицательной реакцией на маркер 
Параметр Значение Параметр Значение 
Negative % 59,24 Positive % 40,76 

Negative area px2 373 944 Positive area px2 257 256 
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Получены значения процента площади поля зрения, 
занимаемые тканями с положительной и отрицательной 
реакцией на маркер. Сами площади даны в квадратных 
пикселях, что связано с тем, что импортировано обычное 
изображение формата JPEG, в котором отсутствует инфор-
мация о размере изображения в миллиметрах. При импорте 
биологических форматов изображений эта информация 
загружается автоматически. Кроме того, можно вручную 
указать масштаб изображения, но для простоты в данном 
примере этот шаг был опущен. 
 

 
Рис. 26.17. Окно настройки классификатора. Желтыми линиями поме-

чены границы областей, участвующих в обучении классификатора 
 

 
Рис. 26.18. Результат классификации. Красным выделены зоны  

с положительной реакцией на маркер в мозговом веществе лим-
фатического узла, а синим — зоны с отрицательной реакцией 
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Пример 2. Выделение и подсчет клеток. Подготовка:  
1. Класс объектов: клетки. 2. Вариативность отсутствует.  
3. Цветовой контраст между ядрами клеток и остальной 
частью изображения имеется. 4. Морфология объектов не 
используется. В данном случае форма ядер клеток не важна. 
5. Морфолог легко находит ядра клеток на изображении по 
цвету. 6. Результат требуется получить сейчас. Следова-
тельно, можно использовать классификацию на основе 
глубокого обучения или простой метод порога. 

Пошаговое выполнение. Повторить первые три пункта 
из предыдущего примера, чтобы создать проект и добавить 
в него изображение. Далее приступить к выделению клеток: 

1. Выбрать область, в которой следует подсчитать 
клетки. Например, используя прямоугольник можно вы-
брать все изображение. 

2. Выбрать последовательно пункты меню Analyze  
Cell detection  Cell detection. В появившемся окне настро-
ить параметры определения клеток. 

a. Detection image — шаблон окраски, используемый 
для определения границ ядер. 

b. Minimum/Maximum area — минимальная и макси-
мальная площадь ядра клетки.  

c. Threshold — порог отличия по интенсивности. Поз-
воляет отделить клетки от окружающего фона.  

3. После настройки детектора клеток нажать кнопку 
Run и выявляется результат (рис. 26.19). На изображении 
появляются области с красными границами, соответствую-
щие ядрам клеток. Кроме того, в информационной области, 
расположенной у левого края окна можно увидеть, что было 
найдено 1213 ядер клеток.  

 

 
Рис. 26.19. Результат поиска и подсчета клеток в мозговом веще-
стве лимфатического узла. Границы клеток выделены белыми 

линиями. Слева в информационном окне виден результат подсче-
та количества обнаруженных клеток (строка Num Detections) 
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26.3. Введение  
в математическое моделирование 

Любые явления, происходящие в окружающем мире, 
достаточно сложны и трудно поддаются точному описанию. 
Биология занимается изучением сложных объектов — жи-
вых организмов. Даже одноклеточные представители этого 
сообщества состоят из большого числа химических соеди-
нений, взаимодействующих друг с другом по определенным, 
но не жестко заданным правилам. Это делает возможным 
процесс эволюции. Морфология, в том числе и гистология, 
изучает следствия этих изменений.  

Точное описание работы такой сложной системы как 
клетка на уровне взаимодействия химических соединений 
требует привлечения аппарата органической химии, кван-
товой химии и квантовой механики. Однако она обладает 
таким большим количеством параметров, что получение 
решения задачи предсказания поведения клетки в прием-
лемые сроки не представляется возможным. А о многокле-
точных организмах и говорить уже не приходится. Таким 
образом, любой биологический объект представляет собой 
сложную мульти-параметрическую систему, для изучения 
которой необходимо пренебрегать второстепенными или 
менее выраженными параметрами, выпячивая только те, 
которые интересуют исследователя с точки зрения получе-
ния результата. При этом предполагается, что принятые 
упрощения не скажутся существенно на точности получае-
мого решения.  

В этой связи приведем несколько определений: 
Объект — все, на что направлена деятельность чело-

века. 
Гипотеза — определенные предсказания, основываю-

щиеся на небольшом количестве опытных данных, наблюде-
ний, догадок. Гипотезы проверяются в ходе экспериментов. 

Аналогия — суждение о каком-либо частном сходстве 
двух объектов, причем такое сходство может быть суще-
ственным и несущественным. 

Модель — объект-заместитель объекта-оригинала, 
обеспечивающий изучение некоторых свойств оригинала. 
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Таким образом, для изучения объектов реального мира 
необходимо научиться строить их модели. При построении 
модели исследователь рассматривает реальный объект, вы-
двигает гипотезы о важности и второстепенности некоторых 
его параметров, а также, по возможности, использует анало-
гии для соотнесения упрощенного представления объекта 
с каким-либо уже хорошо описанным объектом или объектом, 
обладающим хорошей наглядностью. Например, хорошим 
примером наглядной модели Земли является глобус.  

В гистологии часто применяются следующие типы 
моделирования: 

Наглядное (макетирование, аналоговое, гипотетиче-
ское). При данном подходе основной целью моделирования 
является построение понятного и визуально представимого 
объекта-заместителя, позволяющего понять структуру, 
внутреннее устройство реального объекта. Например, очень 
часто на уроках биологии используются макеты клеток, 
модель скелета человека и различных тканей. 

Символьное (языковое, знаковое). Модель представля-
ет собой знаковое представление объекта, например, сим-
вольная запись химической формулы белка, или текстовое 
описание реального объекта, например, подробное описа-
ние формы, цвета, особенностей препарата.  

Математическое. В этом случае объект описывается 
математическими выражениями, увязывающими вместе его 
параметры. Затем для изучения построенной модели при-
меняются методы математики с целью анализа и предска-
зания поведения изучаемого объекта.  

Последний тип моделирования и является предметом 
настоящего раздела. Наиболее полное и систематическое 
изложение основ математического моделирования в биоло-
гии приведено в классической двухтомной монографии 
Джеймса Мюррея (2009, 2011), в которой помимо теоретиче-
ских основ содержится большое количество практических 
примеров, в том числе и по динамике роста клеточных струк-
тур и формирования биологических объектов. Следует отме-
тить также работу Г. А. Савостьянова (2020), где на хорошем 
системном уровне изложен новый подход к анализу биоло-
гии развития и построению трехмерной предсказательной 
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гистологии. Таким образом, математическое моделирование 
стало неотъемлемой частью современной биологии и гисто-
логии. 

26.3.1. Математическое моделирование 
процессов гистогенеза в морфологии 

Математическое моделирование процессов гистогенеза 
представляет собой важный инструмент для изучения и 
понимания механизмов формирования тканей и органов. Оно 
позволяет исследовать динамику клеточных процессов, 
таких как деление, дифференциация и взаимодействие кле-
ток, а также их влияние на морфогенез. Рассмотрим некото-
рые варианты математического моделирования гистогенеза:  

26.3.1.1. Модели клеточной динамики 
Модели поведения одной клетки, одного типа клеток 

или заданного набора клеток/типов клеток относятся к 
моделям микро- и мезоуровня. В силу рассматриваемых 
размеров они позволяют получить представление о поведе-
нии клеток в некоторой локальной области, которую часто 
называют элементарной ячейкой. Далее полученные резуль-
таты можно распространить на области большего размера. 
Модели могут предусматривать реализацию процессов деле-
ния, миграции, дифференциации и апоптоза клеток.  

Дискретные модели. Строятся на основе методов 
клеточных автоматов, мультиагентного подхода, дискрет-
ных элементов. Суть в том, что каждая клетка представля-
ется отельным математическим объектом. При этом для 
всех этих объектов задаются единые математические пра-
вила взаимодействия друг с другом и с окружающей средой.  

Непрерывные модели. Строятся на основе уравнений 
диффузии. Для совокупности каждого типа клеток записы-
вается свое уравнение, слагаемые которого могут описы-
вать все типы поведения клетки (пролиферация, 
дифференциация, апоптоз, хемотаксис). Как правило, реше-
ние полученной системы уравнений в аналитическом виде 
записать невозможно, поэтому такие системы решаются 
численными методами. При численном моделировании 
задаются начальные распределения концентраций каждого 



357 

типа клеток, а затем, с некоторым шагом по времени, рас-
считываются измененные значения концентраций.  

Для обоих типов моделирования следует помнить, что 
чем меньше шаг по времени и больше объектов в модели, 
тем точнее получаемые результаты, но тем больше требует-
ся времени и вычислительной мощности.  

26.3.1.2. Модели поведения тканей 
Модели данного класса создаются для изучения пове-

дение тканей без учета того, что они состоят из отдельных 
клеток. То есть это модели мезо- и макроуровня.  

Модели роста. В рамках данного подхода моделирует-
ся формирование пространственной структуры тканей, 
опухолей и биопленок, а также их реакция на различные 
внешние терапевтические воздействия. Например, в книгах 
Мюррея приводятся математические модели и результаты 
моделирования формирования окраски шкур животных и 
кожи змей, закладки зубов аллигатора и многие другие. 
Обычно модели роста строятся на базе реакционно-
диффузионных уравнений математической физики. 

Биомеханические модели. Этот класс моделей стро-
ится на основе законов механики жидкости и газа (вязкие 
течения, турбулентность), а также твердых тел (упругость, 
пластичность). Следует отметить, что это один из наиболее 
проработанных и широко используемых подходов к мате-
матическому моделированию биологических объектов. 
Выбранная биологическая ткань рассматривается как некий 
объект, починяющийся законам механики, и изучается ее 
отклик (изменение объема и/или формы, разрушение) на 
внешние воздействия (сжатие/растяжение, гидростатиче-
ское давление и другие).  

Физико-химические модели. К данному классу мож-
но отнести все модели поведения тканей при различных не 
механических воздействиях: тепловые, химические, элек-
трические, магнитные, электромагнитные. В этом случае 
математические модели строятся на базе уравнений соот-
ветствующей области науки (термодинамики, химии, элек-
тромагнетизма).  



358 

26.3.1.3. Модели поведения органов и систем 
На данном уровне исследуется функциональное состо-

яние органов живых организмов с целью предсказания или 
объяснения их поведения в условиях развития патологиче-
ских изменений. Типичным примером таких моделей явля-
ется модель работы сердца при различных повреждениях 
задней стенки или клапанов. Для построения моделей дан-
ного типа применяется различный математический аппа-
рат, в том числе теории управления и систем. 

На основе вышесказанного можно сделать вывод, что 
математическое моделирование в морфологии позволяет 
формализовать наблюдаемые данные и получить количе-
ственные значения характеристик изучаемых объектов. 
Кроме того, становится возможным получение объективно-
го и объяснимого решения классической задачи биомеди-
цины — постановки диагноза: если имеется возможность 
предсказания поведения ткани при некотором воздействии, 
то по наблюдаемым признакам препарата можно восстано-
вить первопричину наблюдаемых изменений. 

26.3.2. Параметры моделирования 
Для построения любых моделей, а особенно математи-

ческих, требуется определение набора параметров объекта и 
их числовых значений. В этом заключается одна из основных 
сложностей математической биологии. Поскольку в живом 
состоянии изучаемый объект находится в тесном взаимодей-
ствии с окружением, то определение числовых значений 
параметров in-vivo довольно затруднено. Значения же полу-
чаемые in-vitro часто являются лишь приближениями реаль-
ных данных и требуют дополнительных исследований.  

Рассмотрим типовые параметры моделей математиче-
ской биологии. 

Коэффициенты клеточных процессов. Числовые 
значения, характеризующие процессы роста, пролиферации, 
дифференциации и апоптоза клеток. К ним также могут 
относиться скорость протекания процессов, вероятности 
появления новых включений или источников питатель-
ных/токсичных веществ и некоторые другие. 
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Коэффициенты диффузии. Числовые значения, ха-
рактеризующие скорость и направление перемещения кле-
ток. Если в случае обычных неорганических веществ 
диффузия определяется силами межмолекулярного взаимо-
действия, то клетки могут выбирать направление движения, 
стремясь в области с наиболее благоприятными условиями 
(температура, концентрация питательных веществ). 

Физико-механические свойства тканей. Величины, 
входящие в выражения, описывающие законы физики, химии:  

 коэффициенты/константы законов упругого и пла-–
стического поведения твердого тела, а также его разруше-
ния, трения; 

 характеристики вязких ламинарных и турбулент-–
ных течений; 

 константы, описывающие поверхностные явления –
в жидкости; 

 термодинамические константы; –
 химические потенциалы; –
 магнитные и электрические свойства. –

Следует отметить, что подавляющее большинство 
биологических тканей, в силу своего строения, следует 
рассматривать как нелинейные материалы: анизотропные, 
композитные, гипо- или гиперупругие, неньютоновские 
жидкости и им подобные. Например, костная ткань является 
анизотропным композитом-пьезоэлектриком. То есть ее 
физико-механические свойства отличаются в зависимости 
от направления приложения воздействия, а при сжатии в 
ней возникают слабые электрические токи. 

Параметры внутренней структуры органов. Многие 
органы имеют сложную геометрию внутренней/внешней 
поверхности, переменную плотность тканей. Кроме того, 
эти параметры практически невозможно стандартизиро-
вать. Например, нельзя точно указать стандартные диаметр 
и длину ветвей аорты, поскольку они могут отличаться в 
зависимости от размеров организма, так и от наличия холе-
стериновых бляшек, аневризм, тромбов и так далее. К этой 
же категории можно отнести параметры внутренних про-
цессов. Например, скорость кровотока, скорость течения 
ликвора, скорость тромбообразования, скорость сокраще-
ния мышечных волокон. 
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Параметры взаимодействия тканей, органов и 
подсистем между собой. Если модель должна описывать 
взаимодействие между разнородными биологическими 
объектами одного организма или разных организмов, то 
необходимо описать, как это взаимодействие осуществля-
ется. Чаще всего в биологии описание качественное, но для 
математической модели требуются именно числовые зна-
чения. 

Приведенный список демонстрирует всю сложность 
как процесса построения удовлетворительной математиче-
ской модели, так и получения результатов с приемлемой 
точностью. Специалисты-математики могут построить мате-
матическую модель, разработать методы решения возника-
ющих математических задач и даже создать программное 
обеспечение для автоматизации моделирования. Однако 
ответственность за определение набора параметров, разра-
ботку методик определения их значений и постановку экспе-
риментов ложится на специалиста-биолога (морфолога). 

Следовательно, интеграция биологии, математики, 
химии, физики и информационных технологий будет спо-
собствовать получению новых и передовых результатов 
в фундаментальной морфологии. 

Таким образом, в данной главе были рассмотрены 
методы визуализации морфологических объектов, основ-
ные термины и методы цифровой морфологии. Приведены 
описания возможностей использования технологий искус-
ственного интеллекта для анализа цифровых копий гисто-
логических стекол, а также описаны области применения 
различных алгоритмов, их положительные и отрицатель-
ные стороны. Сформулирован алгоритм применения мето-
дов цифровой морфологии и показано его использование 
на примерах. Рассмотрены некоторые существующие про-
граммные продукты, а также приведены примеры анализа 
биологических изображений с их использованием. Интере-
сующиеся данным вопросом могут обратиться за дополни-
тельной информацией к источникам, перечисленным в 
списке литературы, а также к ссылкам, приведенным 
в тексте главы. 






