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  مقدمة

  البیولوجیة تالمختلفة للتحضیرا الأنماط
مختلف ة   أنواع ا بص ورة خاص ة    والحیوانیةتتطلب الدراسات البیولوجیة بصورة عامة 

عل ى ع دة    المیكروس كوبي وسكوبیة ، ویعتمد اختیار التحضیر من التحضیرات المیكر

  .تجرى دراستھ الذي، منھا نوع الدراسة المطلوبة ونوعیة الحیوان  اعتبارات

اس   تخدامھ، ویمك   ن تص   نیف  داعتب   ارات تح   دالتحض   یرات  أن   واعولك   ل ن   وع م   ن 

  :الآتیةالطرز  إلىالتحضیرات المیكروسكوبیة 

ج زء من ھ عل ى     أو وفیھ ا یحم ل الحی وان   : "whole mount"التحض یرات الكامل ة   : أولا

وتش تمل  . وعل م الطفیلی ات   الأولی ات وھ ى تحض یرات ھام ھ ف ى مج ال عل م        الشریحة 

  :الآتیة الأنواعالتحضیرات الكاملة على 

  .والأصداف الأشواكوھى تستعمل مع العینات الصلبة مثل : تحضیرات جافة - 

 وأخ   رىی   ر مص   بوغة تحض   یرات غ إل   ىوھ   ى تتمی   ز : تحض   یرات رطب   ة - 

 .مصبوغة

الحیوان ات عدی دة    أنس جة وبع ض   الأولی ات وھ ى تش مل    :تحض یرات الخلای ا الحی ة   : ثانیا

 الأولی ات وھ ذه التحض یرات ھام ة ف ى الدراس ات الخاص ة بعل م الخلی ة وعل م          . الخلایا

تحص ل   أنوتمدنا دراسات الخلایا الحی ة بمعلوم ات ھام ة لا یمك ن     . الأنسجةوزراعة 

  .الخلایا غیر الحیةعلیھا من 

تس تعمل الس حبات ع ادة لتحض یر      :"smears &squashes"السحبات والسحقات : ثالثا

وھ ذه  .عینات الدم والبراز، بینما تحضر السحقات لخلایا نخاع العظ م والخص یة غالب ا   

  .التحضیرات ھامة فى التحالیل المعملیة والدراسات الخلویة وعلم الطفیلیات

وفى ھ ذه التحض یرات   : "microscopical sections"یكروسكوبیة القطاعات الم: رابعا 

 مبك رون  ١٠-٣قطاع ات یت راوح س مكھا ب ین      إل ى منھ ا   أعضاء أو، تقطع الحیوانات 

غالب  ا وذل  ك بس  كین مرك  ب عل  ى جھ  از خ  اص یس  مى المیكروت  وم، وق  د یقتض  ى ذل  ك  

بع   ض وف   ى . الجیلات   ین أوالس   یللویدن  أوطم   ر العین   ة قب   ل تقطیعھ   ا ف   ى الش   مع     



 ٣

درج ة مئوی ة    ٣٠- إل ى التحضیرات تقطع العینة ف ى درج ات ح رارة منخفض ة تص ل      

  .بجھاز یسمى الكریوستات

لتل   ك العین   ات ، وھ   ذه  التش   ریحيوتت   یح القطاع   ات المیكروس   كوبیة دراس   ة البن   اء  

كم ا تت یح بع ض      Histology الأنس جة یبن ى علی ھ عل م     ال ذي  الأساس ھيالقطاعات 

، وھن اك تحض یرات   Cytologyللخلای ا   ال داخلي ة البن اء  التحضیرات الخاصة معرف  

ھ و كیمی اء    آخ ر ، وھذا موض وع عل م    للأنسجة الكیماويخاصة تعد لدراسة التركیب 

  .Histochemistry الأنسجة
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  الأولالفصل 

  المعملیة والأدوات الأجھزة
اللازم  ة  دواتوالأ الأجھ  زةمجموع  ة م  ن  إل  ىیحت  اج معم  ل التحض  یرات المجھری  ة  

لا غن  ى  الت  ي الأساس  یة والأدوات الأجھ  زةوس  نورد ھن  ا . العین  ات وتجھیزھ  ا  لإع  داد

  .التحضیرات المجھریة بإعدادمشتغل  لأىعنھا 

بع د   أو إع داده  أثن اء فحص التحض یر   أداةوھو  ):المیكروسكوب(المجھر  - ١

  .وسوف نتكلم عن المجھر بالتفصیل فیما بعد. الانتھاء منھ 

قطاع ات   إل ى وظیفتھ ا تقطی ع العین ة     آلةوھو  ):المیكروتوم( قطیع الت آلة - ٢

 .أیضاوسوف نتكلم عنھ فیما بعد . رقیقة حتى یتسنى فحصھا بالمجھر

وھى عبارة ع ن میكروت وم موج ود    ):الكریوستات(التقطیع على البارد  آلة - ٣

ویس تخدم ھ ذا   . فى حجرة صغیرة خاص ة ب ھ تش بھ الثلاج ة الكھربائی ة      

یلزم فیھ ا حف ظ وتقطی ع النس یج      التيبعض التحضیرات  ادلإعدالجھاز 

القطاعات المجم دة حفاظ ا عل ى مكون ات النس یج كم ا        أوفى وسط بارد 

 .مثلا الإنزیماتھو الحال فى تحضیرات 

م ویمك  ن  ٣٧وھ  ى تض بط ع  ادة عن د  درج  ة ح رارة     :حض انة كھربائی ة   - ٤

ذل ك قب ل   استخدامھا لتجفیف القطاعات الشمعیة المحملة عل ى ش رائح و  

الصباغة، وكذلك تستخدم لتجفیف الش رائح بع د تحمی ل العین ات، وبع د      

الشرائح منھا وحفظھا فى ال دولاب المخص ص    إخراجساعة یجب  ٢٤

كم  ا تس  تخدم الحض  انة لحف  ظ بع  ض المحالی  ل الخاص  ة ب  بعض     . ل  ذلك

 . الأنسجةالتفاعلات فى مجال تحضیرات علم كیمیاء 

ع، وتش  بع العین  ات بالش  مع قب  ل  لص  ھر الش  م موھ  و یس  تخد :ف  رن ش  مع - ٥

 .م٦٠، وھو یضبط عادة عند درجة المیكروتومتقطیعھا 

وھ   و یس   تخدم ف   ى عملی   ة ف   رد القطاع   ات ب   الحرارة      :ل   وح التس   خین  - ٦

یض  بط عن  دھا  الت  يوتحمیلھ  ا عل  ى الش  رائح، وتعتم  د درج  ة الح  رارة   



 ٥

المس تعمل، وعموم ا تض بط ح رارة     على درج ة انص ھار الش مع     أساسا

 .م٥٥-٤٥ما بین  لوح التسخین

یستخدم ھذا الجھاز فى الحصول على المیاه المقطرة  :جھاز تقطیر للمیاه - ٧

الم اء ف ى    إل ى  أش یر م ا   إذاالضروریة لتحضیر المحالیل، ویلاحظ ان ھ  

ص رح   إذا إلاطرق التقنیة المجھریة، فان ھ یقص د ب ذلك الم اء المقط ر،      

 .بغیر ذلك

 الھی   دروجیني الأسس لقی   ا موھ   و یس   تخد :الھی   دروجیني الأسمقی   اس  - ٨

ج  دا ف  ى تحض  یر المحالی  ل اللازم  ة لتحض  یرات   موھ  و ھ  اللمحالی  ل ، 

 .الأنسجةكیمیاء 

المطل  وب فیھ  ا الدق  ة حت  ى ال  رقم   ل  لأوزانوھ  و یس  تخدم  :می  زان ع  ادى - ٩

 .الأول العشري

م  ن  لأكث  رالدقیق  ة  الأوزانوھ  و یس  تخدم ف  ى    :كھرب  ائيمی  زان  - ١٠

 .الأول العشريالرقم 

وتش     مل المخ     ابیر المدرج     ة والماص     ات   :ةالزجاجی      الأدوات - ١١

 .مختلفة السعة والدوارقوالكئوس  والأقماع

توض  ع فیھ  ا  أغطی  ةزجاجی  ة ذات  أوعی  ةوھ  ى  :الص  باغة أوان  ى - ١٢

یتس ع   الأوعی ة وبعض ھ ذه  . خطوات صباغة القطاعات لإتمامالشرائح 

مع ا ف ى حام ل م ن      الأوعی ة لشریحتین فقط، ویمكن وضع عدد من ھذه 

 آنی  ةزجاجی  ة تس  مى   أوعی  ةوھن  اك . المع  دن أولاس  تیك الب أوالخش  ب 

 .شریحة مزودة بحواجز داخلیة ٢٠-١٠كوبلن تتسع ل 

 إل   ى أنواعھ   اتحت   اج التحض   یرات بجمی   ع   :الش   رائح الزجاجی   ة - ١٣

الشرائح الزجاجیة كوس یلة توض ع علیھ ا العین ات لیتس نى فحص ھا بع د        

   X ١(ل ذل  ك ب  المجھر، وع  ادة ف  ان الش  ریحة الزجاجی  ة ش  كلھا مس  تطی 

 أوشریحة معا فى علبة م ن الكرت ون    ١٠٠-٥٠وتوضع كل ) بوصة ٣



 ٦

تك   ون الش   رائح الزجاجی   ة نظیف   ة تمام   ا قب   ل       أنویج   ب .البلاس   تیك

 .الاستعمال

تستخدم فى تغطیة العینات على الش رائح بع د    :الزجاجیة الأغطیة - ١٤

الزجاجی ة م ا ب ین     الأغطی ة یختل ف ش كل   . وضع مادة التحمیل المناسبة

 م  م،٢٢x٣٢م  م، ٢٦ ٢٢x(مس  تطیل الش  كل   أو) م  م٢٢ ٢٢x(مرب  ع 

٢٢xم    م .و١٥درج    ات  ٤س    مك الغط    اء فھ    و عل    ى   أم    ا). م    م٤٢

یستخدم عن د تحمی ل التحض یرات     والأخیرمم ٠و٥٣-٠و٣٠/مم٠و٢٠/

 .الكبیرة للتحمیل الكامل

  المیكروسكوب

ن لتكبیر العینات الصغیرة  حتى یتسنى فحصھا وتبیا كأداةیستخدم المیكروسكوب 

تركیبھا الدقیق ، وفى مجال التحض یرات المجھری ة ، یس تخدم المیكروس كوب ف ى      

  .للحكم على جودة التحضیر وذلك إعدادھافحص العینات بعد انتھاء 

  :تركیب المیكروسكوب 

  ).١شكل :(التالیة الأجزاءیتركب المیكروسكوب من 

  :المیكانیكیة الأجزاء ) أ(

  .علیھ المیكروسكوبوھى جزء متین یرتكز : قاعدة المیكروسكوب -١

 .یحمل أجزاء المیكروسكوب الذيوھو الجزء : العمود -٢

م  ن المیكروس  كوب بالدرج  ة  العل  ويالج  زء  بإمال  ةوھ  و یم  ح : الإمال  ةمفص  ل  -٣

 .تریح الشخص الناظر التي

لم  رور  وھ  ى لوح  ة منبس  طة بھ  ا فتح  ة ف  ى مركزھ  ا   : منص  ة المیكروس  كوب  -٤

 .المنصة بعد فحصھا الضوء ومثبت علیھا مشبكان لتثبیت الشریحة على

 .وھو جزء مقوس یحمل أنبوبة المیكروسكوب: ذراع المیكروسكوب -٥

 .وھى تحمل العدسات المكبرة: أنبوبة المیكروسكوب -٦



 ٧

وھ  ى ق  رص مس  تدیر یحم  ل العدس  ات الش  یئیة ویمك  ن إدارت  ھ  : الأنفی  ةالقطع  ة  -٧

أنبوب ة   إل ى لضبط إحدى العدسات الش یئیة ف ى مس ار الض وء الم ار م ن العین ة        

 .یكروسكوبالم

برف  ع وخف  ض أنبوب  ة المیكروس  كوب حت  ى      إدارت  ھویمك  ن : الض  ابط الكبی  ر  -٨

 .تحصل على رؤیة جیدة للعینة وھو یعمل على سقاطة مسننة

وھ  و یس  تخدم للض  بط ال  دقیق للرؤی  ة خاص  ة عن  د اس  تخدام      : الض  ابط ال  دقیق  -٩

 .العاليالتكبیر 

بس حبھا  وھ ى تق ع عن د قم ة المیكروس كوب، ویمك ن       : المنزلق ة  الأنبوبة -١٠

أعل ى زی ادة المس افة ب ین العدس ات العینی ة والعدس ة الش یئیة وھ ى م زودة            إل ى 

 .بتدریج لحساب المسافة

  :البصریة الأجزاء ) ب(

العین ة   إل ى تق ع أس فل منص ة المیكروس كوب وتس تخدم لتوجی ھ الض وء        : المرآه -١

یس تخدم   ىالمس تو والس طح   .مس تو  وآخ ر المراد فحصھا وللمراه سطح محدب 

  .العاليالعدسات الشیئیة ذات التكبیر عمد استعمال 

 إبع اده  أوومنص ة المیكروس كوب ویمك ن تقریب ھ      المرآةوھو یقع بین : المكثف -٢

 رأس  يع  ن العین  ة الم  راد فحص  ھا بواس  طة ض  ابط خ  اص بحرك  ة ف  ى اتج  اه     

اللازمة عند استخدام  الإضاءةزیادة شدة  إلىویؤدى تقریب المكثف من العینة 

 .العاليتكبیر العدسات الشیئیة ذات ال

وھ  و یق  ع عن  د قاع  دة المكث  ف، ویمك  ن بواس  طة ماس  ك خ  اص   : ح  اجز قزح  ى -٣

التحكم فى مدى اتساع فتحة ذلك الحاجز وبذلك یمكن التحكم ف ى كمی ة الض وء    

 .المكثف إلى المرآةالمنعكس من 

وھ  ى مثبت  ة ف  ى القطع  ة الأنفی  ة   ٥-٣ویت  راوح ع  ددھا م  ن  : العدس  ات الش  یئیة -٤

وتعمل العدسات الشیئیة عل ى تك وین   . ى تكبیر مختلفةللمیكروسكوب وذات قو

وع    ادة م    ا یلح    ق  . ص    ورة حقیقی    ة للعین    ة داخ    ل أنبوب    ة المیكروس    كوب   

 :بالمیكروسكوب العدسات الشیئیة التالیة



 ٨

  .مم١٦ بؤريذات بعد : عدسة شیئیة صغرى - 

 .مم٤ بؤريذات بعد : كبرىعدسة شیئیة  - 

وعن د اس تخدامھا توض ع    . م م ٢ ب ؤري وھ ى ذات بع د   : عدسة الغمر فى الزیت - 

قط  رة م  ن زی  ت الس  یدر عل  ى الش  ریحة ث  م تغم  س العدس  ة ف  ى الزی  ت، وب  ذلك  

یصبح الوسط بین العین ة والعدس ة زیت ا وع ادة م ا تك ون ھ ذه العدس ة ذات ق وة          

 ).١٠٠-٩٠( ةتكبیر عالی

 المع دني  إطارھ ا ك ان ج دار    ع الي ویلاحظ أنھ كلما كانت العدس ة الش یئیة ذات تكبی ر    

  .أنھ كلما زادت قوة تكبیر العدسة المستخدمة قلت المساحة المرئیة من العینةأطول، و

توض ع   الت ي عادة ما یزید المیكروسكوب بعدد م ن العدس ات العینی ة    : العدسات العینیة

على المیكروسكوب للاستخدام وعادة ما تبین قوة تكبیر العدسة  أنبوبةإحداھا عند قمة 

 .)x ،10x،5x 15( المعدني إطارھا

عل  ى ش  كل لمب  ة متص  لة بس  لك     الكھرب  يق  د ی  زود المیكروس  كوب بمص  در للض  وء    

أو  بالمیكروس كو وقد تكون ھذه اللمبة موجودة داخ ل حج رة ص غیرة خ ارج     . كھربي

  .داخلھ

  :حساب قوة تكبیر المیكروسكوب

  :الآتیةتحسب قوة التكبیر على أساس المعادلة 

للعدس   ة  الب   ؤريالبع   د ÷كوبط   ول أنبوب   ة المیكروس    = ق   وة تكبی   ر المیكروس   كوب 

  قوة تكبیر العدسة العینیةXالشیئیة

ویمكن إذا تجاوزنا عن الدقة المتناھی ة أن تحس ب ق وة التكبی ر عل ى أس اس ق وة تكبی ر         

  .العدسة العینیة تكبیرقوة X الشیئیةقوة تكبیر العدسة = المیكروسكوب

  :ملاحظات على استخدام المیكروسكوب

عن د اس تعمال المكث ف لزی ادة ش دة       لم رآة امن  ىالمستویستخدم السطح  -١

مع استخدام ق وة التكبی ر العالی ة بینم ا یس تخدم الس طح المقع ر         الإضاءة

عندما لا یكون المكثف فى وضع الاستعمال وذل ك م ع العدس ات     للمرآة

  .ذات قوة التكبیر الصغرى



 ٩

 .مفتوحفحص العینات بالمیكروسكوب وكلتا العینین  یجب -٢

العین  ین ول  ذلك عن  دما   إل  ىوب  ة عن  دما تص  ل  ص  ورة العین  ة تك  ون مقل  -٣

 .جھة الیسار إلىالیمین فان العینة تتحرك  إلىتحرك الشریحة 

اس  تخدام  ینبغ  يإذا كن  ت تس  تخدم إض  اءة غی  ر ض  وء الش  مس فل  ذلك       -٤

 .أزرق اللون أسفل المكثف" فلتر" ضوئيمرشح 

أعل ى عن د وض ع الش ریحة عل ى       إل ى  الزج اجي تأكد من وجود الغطاء  -٥

یكروس  كوب خصوص  ا عن  د الفح  ص باس  تخدام ق  وة التكبی  ر   منص  ة الم

 .العظمى

  :الفحص بالعدسة الزیتیة

تحدی  د المنطق  ة الم  راد فحص  ھا بواس  طة عدس  ة التكبی  ر الكب  رى  أولایج  ب 

لتصبح العدسة فى وضع التشغیل ثم یتم وضع  الأنفیةالجافة ثم لف القطعة 

ت ى ت نغمس ف ى    قطرة من الزیت على الشریحة ویتم غم ر العدس ة روی دا ح   

یفضل فى ھذه الحالة استخدام الضابط الص غیر حت ى تتض ح    . قطرة الزیت

 أس  فلحت  ى یلام  س  أعل  ى إل  ىیج  ب رف  ع المكث  ف  .الرؤی  ة الكامل  ة للعین  ة 

  .الشریحة للفحص بالعدسة الزیتیة

بعد الانتھاء من الفحص یجب تنظیف العدسة الزیتیة بواسطة قطعة ناعم ة  

  .ثم تجفف بقطعة من الورق الجاف لزیلووالمن القماش مبللة بمادة 

  :المیكروتوم

 الشمعيھناك بصفة عامة ثلاثة طرز من المیكروتومات وھى المیكروتوم 

  .البارد عالتقطی میكروتوم الثلجي المیكروتوم

ص  مم ھ  ذا الجھ  از بواس  طة الع  الم كمنج  ز س  نة    :الش  معيالمیكروت  وم  -  أ

أطلق علیھ الع الم  م ١٨٣٩م وكانت یسمى بالة التقطیع وفى عام ١٧٧٠

  ).التقطیع الدقیق آلة(تشیفالیز لقب المیكروتوم 

  :الشمعيأنواع المیكروتوم 



 ١٠

ك ان یس تخدم لقط ع العین ات المطم ورة        ):٥ش كل  (میكروتوم كامبردج الھزاز - 

وی  تم تحری  ك   رأس  يع  ام وفی  ھ یثب  ت الس  كین ف  ى وض  ع   ١٠٠ف  ى الش  مع من  ذ 

ل ك بتحری ك ی د المیكروت وم ف ى      السكین وذ أمامفى خط متقوس  الشمعيالقالب 

  .أفقىمستوى 

م  رة بواس  طة مین  وت ویس  تخدم  لأولص  مم ھ  ذا الط  راز  :المیكروت  وم ال  دوار - 

ویعتم  د .المطم  ورة ف  ى الش  مع وایض  ا ف  ى نت  رات الس  یلولوز    العین  اتلتقطی  ع 

الس كین ف ى   .  رأسيتشغیل ھذا الجھاز على إدارة عجلة المیكروتوم فى وضع 

ویتمی ز ھ ذا الجھ از بس ھولة تغیی ر زاوی ة        رأس ي ع ھذا الطراز مثبت ف ى وض   

 .رأسيبینما تتحرك العینة فى وضع میل السكین 

لتقطی   ع العین   ات المطم   ورة ف   ى نت   رات  موھ   و یس   تخد :میكروت   وم الان   زلاق - 

مائل على اتج اه العین ة    أفقىالسكین مثبت فى وضع  أنالسیلولوز ویلاحظ فیھ 

 إل  ىرك علی  ھ حام  ل الس  كین وان حام  ل الس  كین مثب  ت عل  ى مم  ر خ  اص یتح   

 .والخلف وبذلك نحصل على القطاعات المطلوبة الأمام

یستخدم فى عمل قطاعات فى العینات كبیرة  :المیكروتوم ذو القاعدة المنزلقة - 

 .والأسنانالعینات الصلبة مثل العظام  أو الأجنةالحجم مثل 

مثب ت   ش معي البینم ا ماس ك القال ب     أفق ى السكین فى ھذا الط راز مثب ت ف ى وض ع     

مس توى   أس فل وال ى الخل ف    الأم ام  إل ى على ممر خاص یتحرك علیھ ھذا الماس ك  

  .السكین وبذلك نحصل على القطاعات الشمعیة

فى حالة الرغبة فى عدم تعریض العینات للحرارة العالیة  :الثلجيالمیكروتوم  - 

ز ف ى الجھ ا   الأساس یة والفكرة . مذیبات الدھون ینصح باستخدام ھذا الطراز أو

 ث اني بواس طة اس طوانة ممل وءة بغ از     تعتمد على تجمی د العین ات قب ل تقطیعھ ا     

العین  ة عل  ى ق  رص  أس  فلتوض  ع قط  رة م  ن الم  اء .الكرب  ون المض  غوط أكس  ید

ید المیكروتوم تتحرك الس كین   بإدارة. المیكروتوم ثم تعرض للغاز حتى تتجمد

  . تظل ثابتة التيلتلامس العینة 

  



 ١١

  :سكین المیكروتوم

س كین  المیكروت وم م ن الص لب متوس ط القس اوة ویفض ل الس كین الس میك ع ن           یصنع 

لعم  ل القطاع  ات (الس  كین الرقی  ق، بینم  ا حاف  ة النص  ل م  ا تك  ون ع  ادة وتدی  ة الش  كل     

بینما السكین ذو الحافة محدبة الوجھین فھي ) الثلجیة وتصلح أیضا للقطاعات الشمعیة

الوج ھ المس توى والآخ ر مح دب فإنھ ا      تستخدم مع القطاعات الشمعیة أما السكینة ذات 

أم ا النص ل ذو الناحی ة الرأس یة والناحی ة المائل ة       . تستخدم لقطاعات الشمع والسیلویدن

العظ م الم تكلس أو الخش ب     م ثلا المستقیمة فھ ي تس تخدم م ع العین ات ش دیدة الص لابة       

  ).١١شكل (

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 ١٢

  الثانيالفصل 

  :التخدیر) أ(

 ىقتل ھ ویراع    أوات یسبق الحصول على العینة تخدیر الحی وان  فى كثیر من التحضیر

 أوكان الغرض من الدراسة الحصول على عینات من الخلای ا   إذاعدم تخدیر الحیوان 

 أوط  رق التخ  دیر الكیمیائی  ة تس  بب تل  ف ف  ى الخلای  ا     أنحی  ث  الأنس  جةعل  م كیمی  اء  

  :ومن أھم طرق التخدیر. محتویاتھا

  الاستخدام دواعي  المادة

  حیوانات المیاه العذبة  كحول % ١٠

  الحیوانات البحریة والجالسة منھا  %)٧,٥-٢,٥(كلورید ماغنسیوم

  البیئة العذبة أواللافقاریات البحریة   كبریتات الماغنسیوم

  بنوعیھا المیاهالحیوانات الجالسة فى   المنتول

  الحشرات والعناكب  بخار الایثیر

  ت الھدریة والتربلاریاالحیوانا  ھیدریت الكورال بلورات

  الھدبیة والسوطیات الأولیةالحیوانات   دخان الطباق

  البطنقدمیات  الاختناق

  الثدییات كبیرة أو صغیرة الحجم  الكلوروفورم

  

  :الحصول على العینة من الحیوان): ب(

مناس ب یقل ل م ن     فس یولوجي ی تم التش ریح ف ى محل ول      أنیراعى عند تشریح الحیوان 

یغم  ر ھ  ذا  أنعل  ى  للعض  و الم  راد فحص  ھ الكیم  اويح  دث ف  ى النش  اط ی ال  ذيالخل  ل 

وم ن أش ھر المحالی ل المس تخدمة محل ول رنج ر وھ و یترك ب         . العضو ب ذلك المحل ول  

  :من

  جم ٨و٥كلورید صودیوم               - 

  جم ٠و٢٥كلورید بوتاسیوم              -

  حم ٠و٢٥كلورید كالسیوم               -



 ١٣

  جم ٠و ٢٥ودیوم        بیكربونات ص -

  مللى ١٠٠٠ماء مقطر                    -

) زواح ف -برمائی ات -أسماك(كانت العینة ستؤخذ من حیوان متغیر درجة الحرارة  إذا

 أنج م، وم ن الممك ن     ٥و٨ح م ب دلا م ن    ٥و٦ إل ى یتم تقلیص كمیة كلورید الص ودیوم  

ف  ى حال  ة   % ) ٩و٥( عل  ى كلوری  د الص  ودیوم فق  ط     الفس  یولوجيیقتص  ر المحل  ول  

  .الحیوانات ثابتة درجة الحرارة مثل الثدییات

حت ى   الدم العالق بھ لإزالةیغسل العضو المنزوع من الحیوان یغسل فى محلول رنجر 

یجف العضو فى الھواء  بعد نزعھ من الحیوان  ألاكما یراعى .لا یعوق عملیة التثبیت

 أو لأنس جتھ ض رر   أىیح دث   یتم الضغط على العض و عن د انتزاع ھ حت ى لا     ألاعلى 

  .خلایاه

  :تثبیت العینات) ج(

تحل  ل خلای  اه وأنس  جتھ وذل  ك بفع  ل   إل  ىیتع  رض الج  زء المن  زوع م  ن جس  م الحی  وان  

ھ ذا التحل ل یغی ر م ن      أن ولاشك الأنسجةالموجودة داخل  الإنزیماتالبكتیریا أو بفعل 

لھ ذا ف ان   . م ن الدراس ة  الصفات الشكلیة والبنائیة والكیماویة للنسیج مم ا یفس د الھ دف    

یوض ع ف ى    أن، یج ب  الفس یولوجي العضو بعد نزعھ من الحیوان وغسلھ فى المحلول 

  .تسمى مثبتات التياحد المحالیل الكیماویة 

فى حالة اقرب م ا   والأنسجةمواد كیمیائیة تعمل على حفظ شكل الخلایا  ھي :الوظیفة

  .الصورة الطبیعیة إلىتكون 

  :مواصفات المثبت

  .تحدث بھ أنیمكن  التيلل النسیج بسرعة حتى یمنع التغیرات التحللیة یتخ أن -١

 .مواد غیر ذائبة إلىیحول المحتویات النسیجیة  -٢

 .التشوه أویحمى النسیج من تغیر الشكل كالانكماش  -٣

 .یعطى النسیج درجة من الصلابة تسمح بالتعامل معھ خلال الخطوات التالیة -٤

لنسیجیة المختلف ة ویجعلھ ا س ھلة التمیی ز     ا الأجزاءیحسن من معاملات انكسار  -٥

 .عند الصباغة



 ١٤

  :المثبتات شائعة الاستخدام أنواع أھم

 :محلول البوان  - ١

  :المائيالبوان  -أ

  مللي ٧٥مشبع من حمض البكریك          مائيمحلول  :التركیب

  مللى٢٥                                              نفورما لی           

  مللى٥حمض خلیك                                                     

  :الكحوليالبوان  -  ب

حتى التشبع ث م یؤخ ذ م ن المحل ول     % ٧٠یذاب حمض البكریك فى كحول 

  .المائي فى البوانبقیة المكونات كما  إلىتضاف  مللي ٧٥المشبع 

 نس جة الأف ى تخل ل    الم ائي أس رع م ن الب وان     الكحوليالبوان : مدة التثبیت 

تس تغرق   الم ائي ینما الب وان  ، ب)ساعة ٨-٦(والخلایا یستغرق عدة ساعات 

نظرا لان یذوبان حم ض البكری ك   ) ساعة لاكتمال التثبیت ٢٤(یوم  حوالي

  .اكبر منھا فى الكحول عن الماء

  :الفورمالین - ٢

  : التركیب - 

  مللي ١٠                                                    نفورما لی      

  مللي ١٠         مائيمن كلورید كالسیوم لا  مائيمحلول % ١٠  

  مللي ٨٠ماء مقطر                                                        

مثبت جید فى حال ة التحض یرات الكامل ة وف ى تثبی ت الأنس جة        :ستخدامالادواعي 

كمی   ة م   ن  بإض   افةیستحس   ن معادل   ة الحم   ض  .الم   واد الدھنی   ة ظالعص   بیة وحف   

  .كربونات الصودیوم للعبوة ورج الزجاجة جیدا

تت  رك العین  ة ف  ى الفورم  الین لفت  رة   أنس  اعة ولا یوج  د ض  رر  ٢٤ :م  دة التثبی  ت

  .أطول

  

  



 ١٥

  :كحول  -خلیك  –فورمول  - ٣

  مللى٢٠-١٢كحول                                            % ٩٥ -  

  مللي ١                                      ثلجيحمض خلیك  -  

  مللي ٦                                                  نفورما لی -  

  مللي ٤٠ماء مقطر                                                 -  

  .المحلول قطرات من محلول مشبع بحمض البكریك إلىیضاف 

  .ساعة ٢٤ -١٢تتراوح بین : مدة التثبیت

  .مثبت جید للدیدان الخیطیة: لاستخداما

  :فورمول كالسیوم - ٤

  مللى١٠من كلورید الكالسیوم اللامائى        %) ١٠( مائيمحلول - 

  مللى١٠                                                            نفورما لی 

  مللى٨٠    ماء مقطر                                                         

  .ذلك كمیة من مسحوق كربونات الكالسیوم إلىیضاف 

  .الزائد من الفورمالین لإزالةساعة یلزم بعدھا غسیل العینة  ٢٤: مدة التثبیت 

  .والدھون الإنزیماتمثبت جید لكل من : الاستخدام

  :ىكار نومحلول  - ٥

  مللى٦٠كحول مطلق                                   

  مللى٣٠                                  كلوروفورم    

  مللي ١٠                              ثلجيحمض خلیك 

ساعات یتلوھا غسیل العینة فى  الكحول الایثیلى  ٣ إلىدقیقة  ١٥من : مدة التثبیت

  .الكلوروفورم الزائد لإزالةلمدة ساعتین 

  . الجلیكوجینوالبروتینات و النوویة للأحماضمثبت جید : الاستخدام

 :كحوليفورمول  - ٦

  مللي ١٠٠                                        كحول ایثیلى% ٧٠

  مللى٥                                                   نفورما لی    



 ١٦

  مللى٥حمض خلیك ثلجي                                            

  .ساعة ٢٤من ساعة واحدة إلى : مدة التثبیت

  .مثبت جید للحشرات والقشریات: الاستخدام

  

 :ملحيفورمول  -٧

  مللي ١٠٠                                                  نفورما لی

  جم ٨و٥كلورید صودیوم                                          

  لليم ٩٠٠ماء                                                         

  .ینصح بوضع كمیة من كربونات الكالسیوم لتعادل حمض الفورمیك

  .ساعة على أن یغسل الفورمالین جیدا بعدھا ٢٤: مدة التثبیت

  .مثبت جید للدیدان المفلطحة: الاستخدام

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 ١٧

  الفصل الثالث

  البیولوجیة الأصباغطرق تحضیر بعض 

  :یلىرات المجھریة ما من أشھر أنواع الصبغات المستخدمة فى التحضی

وھ  ذه الم  ادة  . الخلای  ا انوی  ھتس  تخدم ھ  ذه الم  ادة ف  ى ص  باغة    :نالھیماتوكس  یلی: أولا

توج  د ف  ى جن  وب     والت  يمستخلص  ة م  ن خش  ب ش  جرة ص  غیرة تحم  ل نف  س الاس  م       

وإذا تعرض   ت ھ   ذه الم   ادة للأكس   دة فإنھ   ا تتح   ول إل   ى ھیم   اتین . المكس  یك وجامیك   ا 

ان الص  ودیوم أو برمنجان  ات الص  ودیوم أو أكس   ید    ولأكس  دتھا یس  تخدم أي م  ن أی   ود   

عن د تم ام عملی ة الأكس  دة أو     .ألزئبقی ك  وذل ك بع د إذاب  ة أى م نھم ف ى محل ول كح  ولي      

النضج فان المحلول الناتج یتحول من اللون الأرجوانى  إلى اللون البنفسجي الفاتح أو 

ن البن ي الغ امق   الزاھي ویترج فى اللون إلى الأحمر حت ى یص ل ف ى النض ج إل ى الل و      

  .وھو لون لا یصلح للاستخدام فى الصباغة واللون الأفضل ھو اللون البنفسجي الفاتح

  :أنواع صبغات الھیماتوكسیلین

  :أیرلش ھیماتوكسیلین - ١

  جم٢ھیماتوكسیلین                        

  جم٣آمونیا ألم                              

  مللى١٠٠                         ایثیلىكحول 

  مللى١٠٠جلسرین                               

  مللى١٠٠ماء مقطر                               

  مللي ١٠                     ثلجيحمض خلیك 

یتم نض ج  . ول ثم یضاف الحمض والجلسرین والماءیذاب الھیماتوكسیلین فى الكح

ری د اس تعملھ ف ى الح ال یض اف      أس ابیع وإذا أ  ٧-٦المحلول ف ى فت رة تت راوح ب ین     

  ).جم ٢و٤(الصودیوم  أیودان إلیھ

  :ویجرت أیرن ھیماتوكسیلین - ٢

  مللى٤كلورید الحدید                              ) : أ(محلول 

  مللى٩٥                               ماء مقطر                  



 ١٨

  مللى١)    % ٣٨ -٣٧( حمض ھیدروكلوریك              

  جم١ھیماتوكسیلین                                 ):  ب(محلول    

  مللى١٠٠                     ایثیلىكحول %  ٩٥                  

  .ب یتم إضافة كمیات متساویة من المجموعتین أ، 

 الث اني والحدید فى النوع  الأولفى كلا النوعین یستخدم الشب المحمض فى النوع 

  .یربط بین مكونات  النسیج والصبغ أنكمرسخ ودروه ھو 

  :صلاحیة الصبغة اختبار

  .أحمر -غامق بنفسجىرائحة الصبغ جیدة وتشبھ رائحة الخل ولونھا  -١

اللون  إلىلون الصبغة تحول  الجاريالماء  إلىإذا أضیفت قطرات من الصبغ  -٢

 .الغامق الأزرق

عند وضع قطرات من الصبغ على ورق ترشیح فإن الل ون الن اتج ع ن انتش ار      -٣

 .الصبغة یكون كستنائى بینما الحواف بنفسجیة قاتمة

  :یوسین الإ :ثانیا

  جم ١                                أیوسین

  مللى١٠٠٠               كحول         % ٧٠

  مللى٥                  ثلجيیك حمض خل

كح ول  % ٧٠كمی ة مماثل ة م ن     إلیھاعند الاستعمال خذ كمیة من المحلول وأضف 

یراعى إجراء نزع الم اء م ن    حامضيالصبغ . ألخلیكوقطرتین من حمض  ایثیلى

  .ثم الكحول المطلق% ٩٥القطاعات بعد الصباغة بسرعة فى كحول 

  :لیشمانصبغة : ثالثا

  جم٠و١٥مان                             بودرة صبغ لیش

  مللي ١٠٠كحول میثیلى نقى                              

  .یتم ھضمھ فى مكان مظلم أنلایستخدم المحلول قبل أسبوعین على 

  :صبغة جمسا: رابعا

  جم٠و٠٥                                    صبغ جمسا



 ١٩

  مللى٣٣          جلسرین                             

یس  خن المخل  وط م  ن الم  ادتین لم  دة س  اعتین ف  ى درج  ة ح  رارة  : طریق  ة التحض  یر

یحفظ صبغ جمس ا ف ى زجاج ة دكن ة     . مللى كحول میثیلى ٣٣ إلیھم ثم یضاف °٦•

 أو ١٠:١اللون حتى لا یتلفھا ضوء الشمس وعند الاستعمال یخف ف الص بغ بنس بة    

  .٧و٢- ٦و٤یتراوح بین  وجینيھیدرذو أس  فوسفاتيمحلول منظم  بإضافة

  :صبغ الكارمین:خامسا

  جم٤كارمین                                  

  مللي ١٤ماء مقطر                              

  مللى١حمض ھیدروكلوریك مركز        

 ال ي دق ائق ث م یب رد فج أة ث م یض اف        ١٠یسخن المحلول برفق ویترك لیغل ى لم دة   

  .كحول ایثیلى ویرج جیدا تم یرشح% ٨٥ مللى من٩٥الخلیط 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 ٢٠

  الفصل الرابع

  التحضیرات الكاملة

 التحضیرات الجافة -١

یمك ن تجفیفھ ا دون    أوجاف ة   الأص ل تكون ف ى   التيطریقة تستعمل للتراكیب  ھي 

وأجنح   ة الحش   رات وال   ریش والش   عر   الإس   فنجوأش   واك  المثقب   اتمث   ل  إتلافھ   ا

  .والأسنان

 :الطریقة -

یجھ ز حی  ز یس مح بعم ق مناس  ب لس مك العین  ة      :ا كان ت العین ة ش  فافة  إذ -  أ

 أرك ان فوق الشریحة وذلك باستخدام قطع زجاجیة ص غیرة توض ع ف ى    

 أوتنقل العینة الجافة بواسطة ملق ط  . الشریحة وتلصق بمادة الكندا بلسم

تثبت العینة فوق الشریحة .الحیز المحدد على الشریحة إلىتشریح  إبرة

یغط   ى الحی   ز بالغط   اء  . ادة ص   مغیة مث   ل الكن   دا بلس   م   باس   تخدام م    

ویثبت بالكندا بلس م ویت رك ف ى ف رن ع دة س اعات ف ى درج ة          الزجاجي

 .م°٦٠حرارة 

یتم تجھیز الشریحة ب نفس الطریق ة الس ابقة ث م      :إذا كانت العینة معتمة  - ب

یطلى قاع الشریحة بمادة معتمة لون اسود مثلا إذا كانت العین ة بیض اء   

نقل العینة بعدھا إل ى تجوی ف الش ریحة وتثبی ت بواس طة الكن دا       ت. اللون

 .بلسم كما سبق

 التحضیرات الكاملة لعینة رطبة -٢

الص  غیرة م  ن   الأج  زاءالحی  ة ص  غیرة الحج  م أو  طریق  ة تس  تعمل للكائن  ات   ھ  ي 

 .الحیوانات حتى یمكن تحمیلھا على الشریحة الزجاجیة وفحصھا فى الضوء المار

القت ل   أوالتخ دیر   إلىالیرقات  أوما تحتاج عینات اللافقاریات فى ھذه الحالة غالبا 

ف ى العین ات   . غی ر مص بوغة   أوویمك ن لھ ذه التحض یرات مص بوغة     . قبل التثبی ت 

الم  اء م  ن العین  ة بواس  طة سلس  لة متص  اعدة م  ن    إزال  ةالمص  بوغة تج  رى عملی  ة  

ث م   لل و والزیمث ل   كیمی ائي العین ة بواس طة م روق     ویقترتركیزات الكحول ثم یتم 



 ٢١

العین ات غی ر    أم ا . تحمل الشریحة فى وس ط التحمی ل ، وھ و ع ادة م ادة كن دا بلس م       

  .الجلسرول جیلى أو نوالجلسریتحمل على الشریحة فى  فھيالمصبوغة 

  الكامل التحمیلتثبیت الحیوانات اللافقاریة بغرض  - 

ف ى محل ول ب وان لم دة تت راوح ب ین        الأولی ة یمك ن تثبی ت الحیوان ات     :الأولیات - 

 .كحول%٧٠دقیقة ثم تغسل فى  ٤٠-١٠

 .یفضل تثبیت العینات فى محلول بوان ساخن :الجوفمعویات - 

 ألخلی ك مع س بلیمیت   ملحيتثبت العینات فى فورمول : التربلاریا والتریماتودا - 

ولض   مان ج   ودة التثبی   ت توض   ع ال   دودة الكبدی   ة ب   ین ش   ریحتین زج   اجیتین    

 . الملحي لالفور مویضغطان معا برباط من المطاط ویوضع الكل فى 

 .ألزئبقیكیحتوى المثبت على  كلورید  أنلابد  :السستودا - 

 ).خلیك -كحول –فورمالین ( أو دافئكحول % ٧٠فى  :الدیدان الخیطیة - 

 كح  وليفورم  ول  أو لب  وانامحل  ول  أوتثب  ت ع  ادة ف  ى الكح  ول    :المفص  لیات - 

 .ألزئبقیككلورید  إضافةشرط 

  یر مصبوغةتحضیرات التحمیل الكامل الغ: أولا

  :تحضیرات تطمر فى الھواء - 

 أوالغش ائیة للحش رات    الأجنح ة قد تكون العینة شفافة وترى فى لضوء الم ار مث ل   

المثقب ات وقطاع ات العظ م وھ ى ت درس ف ى الض وء         أص داف قد تكون معتمة مثل 

  .قاتمة أرضیةالمنعكس ویستحسن وضع العینات على 

  :تحضیرات تطمر فى وسط تحمیل یذوب فى الماء - 

ب یض الدی دان حی ث     أووھى تستخدم فى تحضیرات الدیدان الاسطوانیة الص غیرة  

  .جیلى الجلسرول أو نوالجلسرییتم طمرھا فى 

  :صمغيتحضیرات تطمر فى وسط  - 

م ن الن وع الس ابق فیم ا ل و ك ان المرغ وب فی ھ الاحتف اظ بتحض یرات            أفضلوھى 

تحت  وى عل  ى   يالت  تج  رى عملی  ة التبی  یض للعین  ات     أنوم  ن المستحس  ن  . دائم  ة

كان المطلوب الحصول على تحض یر   وإذا.شفافیة أكثرصبغات كثیفة حتى تصبح 



 ٢٢

م ادة كیماوی ة    بأی ة الطری ة م ن جس م الحی وان      الأج زاء  إذاب ة مسطح للھیكل فیجب 

) ھیكلی ة  أل واح  –ش عر   -أش واك ( تطمر بع ض العین ات الجاف ة     إنویمكن . مناسبة

  .مباشرة يالصمغمعاملة سابقة فى الوسط  أیةبدون 

التربین  ول قب  ل وض  ع الص  مغ وذل  ك    أو لوالزیل  وتوض  ع عل  ى العین  ة قط  رة م  ن   

  .لتجنب تكوین فقاعات ھوائیة حول العینة

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 ٢٣

  الفصل الخامس

  السحبات والسحقات

  :تسحباتحضیرات ال

  :أنواعتشتمل ھذه التحضیرات على ثلاثة  

  وسحبات البراز  الأولیاتسحبات  )١(

 دمسحبات ال )٢(

 سحبات الحیوانات المنویة )٣(

  :وسحبات البراز الأولیةسحبات الحیوانات : أولا

  :تحضیر سحبة مبللة من البراز 

الص  در وب  الملقط ض  عھا عل  ى   أوامس  ك نمل  ة بیض  اء م  ن عن  د منطق  ة ال  رأس   -١

  .ظھرھا عند منتصف الشریحة

امس  ك ب  إبرة الحلق  ات ال  ثلاث الأخی  رة م  ن ال  بطن واس  حب القن  اة الھض  میة           -٢

 .رةللحش

ثم افتحھا  الأمعاءكلورید الصودیوم على % ٠و٧٥قطرتین من محلول  أضف -٣

 .الملحيالمحلول  إلى أولیاتما بھا من  لإطلاق

 .تشریح واسحب العینة فوق الشریحة بإبرة الأمعاءامسك  -٤

من ف وق الش ریحة یحب ذ دھ ن الش ریحة       الأولیةلضمان عدم ھروب الحیوانات  -٥

 .محتویات القناة الھضمیة فوق الشریحة بمحلول مایر البیومین ثم تفرغ

بحی ث   دقیق ة   ٢٠لم دة   غی ر عمی ق ب ھ مثب ت ش ودین      إن اء الشریحة فى  اغمس -٦

 .أسفل إلىعلیھ السحبة  الذيیكون السطح 

الزائ د م  ن المثب  ت ث  م   لإزال  ةدق  ائق  ٥كح ول لم  دة  % ٧٠تغس ل الش  ریحة ف  ى   -٧

 ملل ي  ٩٥) + ملل ى ٥(كح ول مش بع ب الیود   % ٧٠توضع الش ریحة ف ى محل ول    

 .أخرىدقیقة  ٢٠وتترك فى المحلول لمدة % ٧٠كحول 

 .كحول مرة ثالثة% ٧٠دقیقة فى  ١٥تغسل الشریحة لمدة   -٨



 ٢٤

ث م تغم س   )٣٠، ٧٠،٥٠، ٨٠(مرر الشریحة فى سلسلة ھابطة من الكح ولات   -٩

 .فى الماء المقطر

 .دقیقة ٣٠-٢٠العینة فى الھیماتوكسیلین لمدة  تصبغ -١٠

 .اء المقطریعاد غسیل الشریحة فى الم -١١

افحص العینة تحت المیكروسكوب الضوئي حیث یتمیز الأنوی ة ب اللون    -١٢

 .الأزرق الغامق

ان   زع الم   اء م   ن العین   ة بتمریرھ   ا ف   ى سلس   لة متص   اعدة التركی   زات  -١٣

 .دقائق فى كل تركیز ٣لمدة %)١٠٠، ٩٠، ٧٠،٨٠( الكحولیة

 .دقائق للتزویق ٥ضع العینة فى محلول زیلول  -١٤

دا بلس  م ث  م غطھ  ا مباش  رة بالغط  اء الزج  اجي     حم  ل العین  ات ف  ى الكن     -١٥

 .م حتى تجف°٣٧وضعھا فى الفرن عمد 

  :ثانیا سحبات الدم

یمكن تحضیر ن وعین م ن س حبات ال دم ، س حبة دم رقیق ة ع ادة تج رى ف ى الفقاری ات           

حالة عینة م ن دم اللافقاری ات أو ف ى حال ة التأك د       ىسمیكة فوسحبة دم  الإنسانومنھا 

 إم ا ت تم ص باغة س حبة ال دم     . بھا ف ى الفقاری ات   الإصابة أوفیلیات من خلو الدم من الط

  .أیوسین–بواسطة الھیماتوكسیلین  أو" جمسا"بواسطة صبغة 

  :طریقة تحضیر سحبة الدم

ض ع ع دة قط رات م ن ال دم عل ى الش ریحة عن د          : تحض یر س حبة دم الس میكة    -١

عل  ى س  طح  زج  اجيمركزھ  ا ث  م اس  حب ال  دم عل  ى الش  ریحة بتحری  ك قض  یب 

  .جفف العینة فى الھواء. لشریحة فى اتجاه دائريا

  :تحضیر سحبة دم رقیقة -٢

  .وتجفف%) ٩٥(یتم غسل الشرائح بالماء والصابون ثم تغسل بالكحول -

عل ى   الآخ ر طرفھا وضع طرفھ ا   ثانیة من أخرىامسك بشریحة زجاجیة نظیفة  -

قط رة  تحم ل   الت ي تك ون زاوی ة ح ادة م ع الش ریحة       الأول ي بحی ث  الش ریحة   حسط

تج اه قط رة    الأول ى ادفع بالشریحة الثانی ة وھ ى ف ى وض ع ملام س للش ریحة       . الدم



 ٢٥

ح رك  .  الش ریحتین الدم حتى تلمسھا وبذلك تقع قطرة الدم فى الزاوی ة الح ادة ب ین    

ف ى اتج اه عكس ي فی تم س حب ال دم عل ى س طح          الأول ى الشریحة الثانیة على سطح 

 .یتجلط الدم أنبسرعة كبیرة قبل تتم ھذه العملیة  أن، ویجب الأولىالشریحة 

 .تحمل السحبة فى الھواء التيیتم تجفیف الشریحة  -

 .دقائق ٥ثبت الدم فى الكحول الایثیلى لمدة  -

 .نبدأ بعملیة الصباغة -

  :)راجع تركیب الصبغة("لیشمان"صباغة سحبة الدم الرقیقة  بصبغة): أ(

على الش ریحة   ضعاحدة ثم اغمر الشریحة ببضع قطرات من الصبغة لمدة دقیقة و

    بسحبةوحرك الشریحة حتى یختلط المحلول جیدا ) Ph 6.8( امنظم محلولا

ث م جففھ ا ف ى     قرم زي اغسل الش ریحة بالم اء المقط ر حت ى تظھ ر الش ریحة بل ون        

انزع الماء من العین ة بسلس لة متص اعدة م ن الكح ولات وروث العین ة ف ى        . الھواء

  .دا بلسموحمل الشریحة فى الكن لوالزیلو

  : أیوسین/ھیماتوكسیلین صبغتيبصباغة سحبة الدم الرقیقة   ):ب(

لم  دة ) ٥٠-٦٠-٧٠-٨٠-٩٠(تنق  ل الش  ریحة إل  ى سلس  لة ھابط  ة م  ن الكح  ولات      

اغس ل  . دقیق ة  ٤٥دقیقتان فى كل تغییره ثم ضع الشریحة فى الھیماتوكس یلین لم دة   

عینة فى سلسلة متص اعدة  ضع ال. من الصبغ ةالشریحة بالماء المقطر لإزالة الزائد

دقیقة ثم اغسل الشریحة فى كح ول   ١٥من الكحولات ثم  اصبغ فى  الایوسن لمدة 

ثم حمل الشریحة فى  لمن والزیلو نروق العینة فى تغییر تی. دقائق ٥لمدة % ٩٥

  .الكندا بلسم

  السحقات إعداد: ثانیا

  :الكارمین سحقات القمة النامیة فى جذور النباتات باستخدام إعدادطریقة 

بصلة واغمر ساقھا فى الم اء لتحفی ز نم و الج ذور وعن دما یص ل ط ول الج ذر          - 

  .ساعة ٢٤سم اقطع القمم النامیة وضعھا فى مثبت كارنوى لمدة  ١ إلى

 .أیام ٥صبغ الكارمین لمدة  إلىانقل جذور النبات  - 



 ٢٦

حت ى   أی ام  ٣س اعة لم دة    ٢٤كحول ایثیل ى ك ل   % ٧٠محلول  إلىانقل الجذور  - 

 .أیام ٣أثر لون الكحول ولو استدعى زیادة مدة المعاملة فى الكحول عن لا یت

ث م  %) ٤٥( ألخلی ك الشریحة وضع فوقھا قطرات من حمض  إلىانقل الجذور  - 

 .زجاجيفتتھا باستخدام قضیب 

مع الضغط فوقھا  أعلاھاثم ضع ورقة ترشیح  الزجاجيغط الشریحة بغطائھا  - 

 .برفق

 .تلتصق العینة بالشریحة سخن الشریحة على لھب ھادئ حتى - 

كح  ول % ٤٠عل  ى  یحت  وى بت  ريض  ع الش  ریحة ف  ى وض  ع مقل  وب ف  ى طب  ق  - 

 .ایثیلى حتى ینفصل الغطاء عن الشریحة

مرر الشریحة فى سلسلة متصاعدة م ن الكح ولات لن زع الم اء ث م روق العین ة        - 

 .بالزیلول وحمل فى الكندا بلسم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



 ٢٧

  الفصل السادس

  لشمعیة والمیكروسكوبیةتحضیرات القطاعات ا

للمھتم ین بدراس ة تركی ب أجس ام الحیوان ات والنبات ات ع ن عم ل قطاع ات           لاغني

  .الضوئيرقیقة فیھا بقصد فحص أنسجتھا وخلایاھا تحت المجھر 

جزء من ھ ف ى الش مع     أو)كان صغیرا  إذا(وفى الدراسات الروتینیة یطمر الحیوان 

  :من  )وتوكول التحضیرات المجھریةبر( العملیات اللازمة إجراءالمنصھر بعد 

  تثبیت -١

 .نزع الماء عن طریق الكحولات -٢

 . لوالزیلوالعینة باستخدام مادة تذوب فى كل من الكحول والشمع مثل  تزویق -٣

 .یغلفھا شمعيالطمر فى الشمع لتصبح العینة داخل مكعب  -٤

میك  رون ٦ إل  ى مبك  رون ١التقطی  ع بال  ة المیكروت  وم عل  ى س  مك یت  راوح ب  ین   -٥

 .النسیجبیعة حسب ط

 .بالزیلول  تلصق القطاعات على الشریحة الزجاجیة ویذاب الشمع المحیط بھا -٦

وذل    ك للتمیی    ز ب    ین الن    واة  أیوس    ین/الص    باغة ع    ادة ف    ى الھیماتوكس    یلین  -٧

 .والسیتویلازم المحیط بھا داخل كل خلیة

 .الشریحة لتسھل عبور الضوء خلال القطاع تزویق -٨

دى ب ى   -كن دا بلس م  "لم واد المتخصص ة مث ل    م ن ا  أىباستخدام  وذلكالتحمیل  -٩

 ".الخ –الاوبیرال  -جیلىالجلسرول  -اكس

ولا  الأولمناقش  ة ھ  ذا الج  زء ف  ى الب  اب     تم  ت :التش  ریح واستئص  ال العین  ة   - 

  .أخرىللتكرار مرة  داعي

 وإلاالمثب  ت داخ  ل العین  ة  نالزائ  د م   ازال  ةیج  ب  :معامل  ة العین  ة بع  د التثبی  ت - ١

ف  ى  بلوری  ةرواس  ب  نش  اھد أودة للقطاع  ات حص  لنا عل  ى ص  باغة غی  ر جی      

 :النسیج، وتوجد عدة طرق لمعالجة ھذه المشكلة

م    ادة الفورم    الین ، حم    ض الكرومی    ك، بیكروم    ات      :الزائ    د م    ن  إزال    ة - 

ت   زال الزی   ادة بغس   ل العین   ة ف   ى الم   اء لم   دة   :البوتاس   یوم،حمض الاوزمی   ك



 ٢٨

س اعة عل ى    ٢٤لم دة  %)  ٢٠(ساعة وان كان المعالجة بالكلورال ھیدریت٢٤

  . أفضلمرتین متتالیتین یعطى نتائج 

ی  زال الزائ  د م  ن حم  ض البكری  ك بوض  ع   :الزائ  د م  ن  حم  ض البكری  ك إزال  ة - 

قط رات م ن محل ول مش بع م ن كربون ات        إلی ھ مض افا  % ٧٠العینة فى كح ول  

  .من القطاعات الأصفراللیثیوم لفترة حتى یزول اللون 

غس یل  فان ھ س یزول عن د المعامل ة      فى القطاعات بعد ال الأصفرظھر اللون  إذا - 

 .بسلسلة الكحولات

تحتوى معظم المثبتات عل ى الم اء ل ذا ل زم ن زع الم اء        :نزع الماء من العینات - ٢

ك  ان المرغ  وب عم  ل قطاع  ات   إذا أم  ا. توض  ع ف  ى الش  مع  أنم  ن العین  ة قب  ل 

  . نزع الماء عملیة ىفلا تجرثلجیة 

سلس  لة متص  اعدة م  ن   ف  ى العین  ةتوض  ع : كی  ف تق  وم بن  زع الم  اء م  ن العین  ة    - 

م ن   نتغی ریتی ثم ف ى النھای ة   ) ٩٥-٩٠-٨٠-٧٠-٦٠-٥٠(تركیزات الكحولات 

الكح  ول المطل  ق ، ویعتم  د الوق  ت ال  لازم لوض  ع العین  ة ف  ى ك  ل تركی  ز م  ن        

تح تفظ بالعین ة لفت رة قب ل      أنكن ت تری د    وإذا. السلسلة عل ى حج م ون وع العین ة    

  %.٧٠كیز كحول استكمال كل البروتوكول فتحفظ العینة فى تر

خطوة وسیطة بین عملیة نزع الماء بالكحول وعملیة الطم ر ف ى    ھي: التزویق - ٣

الكحول لا یذوب فى الشمع ولذا لابد من وضع العینة فى سائل  أنالشمع حیث 

الم  واد المس  تعملة ف  ى  أش  ھروم  ن . وس  یط ی  ذوب ف  ى كلیھم  ا الكح  ول والش  مع 

  . القرنفل سیدر وزیتالوالتلوین والبنزین وزیت  لوالزیلو التزویق

العین ة مازال ت تحت وى عل ى      أنفھ ذا یعن ى    التزویقحدث تعكیر للعینة بعد  إذا - 

ى  تن  ازليولع  لاج ھ  ذه المش  كلة فعلی  ك ب  الرجوع    . الأنس  جةم  اء زائ  د داخ  ل  

تص  اعدیا م  ع زی  ادة الوق  ت ف  ى ك  ل   أخ  رىتركی  زات الكح  ول ث  م الع  ودة م  رة 

  .عن المرة السابقة كحوليتركیز 

م حی ث توض ع   ° ٦٤-٥٦الفرن عند درج ة   إلىتنقل العینة  :ى الشمعف التشبع - ٤

 التزوی ق زجاجی ة تحت وى عل ى خل یط م ن الش مع وس ائل         أوان ى  ٤بالتتابع ف ى  
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توض ع العین ات ف ى ھ ذه     . ال ثلاث الباقی ة عل ى ش مع منص ھر      الأوان ى وتحتوى 

  .ساعة فى كل مرة ٢ إلىساعة  ١/٤لمدة زمنیة تتراوح بین  الأوانى

شمع جام د   م،° ٥٢-٥٠شمع طرى درجة انصھاره تتراوح بین : لشمعأنواع ا - 

  .م° ٦٢-٥٨وتتراوح درجة انصھاره بین 

یجھز حیز خارج الفرن یصب فی ھ الش مع أولا ث م تلق ى فی ھ      : الطمر فى الشمع - ٥

والحی ز عب ارة ع ن حرف ي     . العینة ویترك الشمع لیتجم د محتوی ا العین ة بداخل ھ    

"L "    ر لیش كلا مرب ع أو مس تطیل الش كل ل ھ      یوضع احدھما عك س وض ع الآخ

ف ى  حال ة إذا   . قاعدة ولیس لھ غطاء ویصنع ھذا الشكل من الخشب أو المع دن 

ما ك ان الحی ز مع دني یراع ى أن یوض ع ف ى الف رن لیأخ ذ نف س درج ة ح رارة            

یم لأ تجوی ف الحی ز أولا بالش مع     . الشمع المنصھر حتى لا یعجل بتجمد الش مع 

  .ثم یتلو ذلك وضع العینة

الش مع الزائ د    بإزال ة  الش معي یلزم تشذیب القالب  المیكروتومقبل تقطیع العینة  - 

 الت ي مم من جمی ع الجھ ات فیم ا ع دا الجھ ة      ٢عن المطلوب بحیث لا یزید عن 

  .المیكروتومسیثبت من عندھا القالب فى 

قاع دة القال ب    بتس خین وذل ك   المیكروت وم  الشمعيثبت القالب فى ماسك القالب  - 

قاع  دة مش  رط مس  تغنى عنھم  ا كم  ا توض  ع قطع  ة   أو مع  دنيب بقض  ی الش  معي

ویج رى ص ھرھا ب نفس     الش معي صغیرة من الشمع عل ى س طح ماس ك القال ب     

بس  رعة ث  م یغم  ر  الش  معيالطریق  ة ث  م یثب  ت قال  ب الش  مع عل  ى ماس  ك القال  ب  

الماس  ك وعلی  ھ قال  ب الش  مع ف  ى م  اء ب  ارد لم  دة دقیقت  ین حت  ى یتجم  د الش  مع       

 .یثبت القالب تماما فوق سطح الماسكالمستخدم فى اللصق و

  :تقطیع العینات - ٦

یجرى تقطیع قالب الش مع عل ى المیكروت وم حس ب مقتض یات الدراس ة بع د تحدی د         

تخ رج  . مبك رون  ٦-٣یتراوح ب ین   والذيالسمك المطلوب على جھاز المیكروتوم 

  .القطاعات فى تتالى تماما مثل الشریط مترابطة مع بعضھا البعض
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  ھاتظھر فى القطاعات الشمعیة وعلاج التيالعیوب  

  :القطاعات لا تلتصق لتكون شریط متصل - ١

  .الشمع المستخدم فى الطمر من النوع الجامد - 

 .درجة میل سكین لتقطیع عالیة ویتحسن تقلیلھا - 

 .تقلیلھ وینبغي اكبیرسمك القطاع  - 

امس ح ھ ذا الط رف بقطع ة ناعم ة م ن القم اش        . حافة السكین العلیا غی ر نظیف ة   - 

 .ة بالزیلولمبلل

 .درجة الحرارة فى الغرفة منخفضة كثیرا عن درجة انصھار الشمع - 

  : طباشیريوذات مظھر  الشمعيمن القالب  وتسقط  العینة تتفتت - ٢

ل م ی تم ن زع الم اء      أوالعینة بصورة كافیة  أنسجةفى ھذه الحالة لم یخلل الشمع  - 

  .من العینة

  :انفصال قطاع العینة عن قطاع الشمع  - ٣

ب الشمعي فى ماء الثلج قبل التقطیع مع إعادة الطم ر ثانی ة ف ى ش مع     یبرد القال - 

  .لھ حرارة انصھار أعلى

  الصباغة

تجف ف ف ى حض انة عن د      أنبعد تحمیل القطاعات الش معیة عل ى  الش رائح ، یج ب     

ویمكن تخزین القطاع ات بع د ذل ك    . الأقلساعة على  ٢٤ ولمدة°٣٧درجة حرارة 

ورج    ات الح    رارة   الأترب    ةایتھ    ا م    ن  تتل    ف بش    رط حم  أنفت    رة دون  لأی    ة

عادة ث م   لوالزیلومن القطاعات باستخدام  أولایزال الشمع  أنولكن لابد .المرتفعة

 ٦٠و٧٠و٨٠و٩٥و١٠٠(  ٠تم  رر بع  د ذل  ك ف  ى سلس  لة ھابط  ة  م  ن الكح  ولات     

ك ان الص بغ    إذا أم ا كان الصبغ ذائب ا ف ى الم اء     إذاثم الماء المقطر وذلك %) ٥٠و

تمرر الش رائح ف ى سلس لة حت ى تص ل       أنمعین من الكحول فیجب ذائبا فى تركیز 

  .الصبغ مباشرة إلىتركیز الكحول المذیب للصبغة ومنھ تنقل الشرائح  إلى
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  التمییز

الص  بغ الزائ  د م  ن القط  اع ویس  تعان ف  ى الحك  م عل  ى درج  ة   إزال  ةیقص  د ب  التمییز 

حال ة   ففيصباغة وتتنوع محالیل التمییز حسب طریقة ال. الصبغ باستخدام المجھر

والایوس  ین الروتینی  ة یس  تخدم ش  ب الحدی  د ف  ى حال  ة       بالھیماتوكس  یلینالص  باغة 

  .صباغة الحبیبات السبحیة بطریقة ھایدن ھان ھیماتوكسیلین

تغس ل الش ریحة ف ى الم اء      أنویراعى عند فحص القطاع للحكم على مدى التمیی ز  

فت  رة  أثن  اءی  ة التمیی  ز محل  ول التمیی  ز م  ن القط  اع حت  ى تق  ف عمل  لإزال  ةالمقط  ر 

  .فحص القطاع

   ویقالتر –نزع الماء 

ن  زع الم  اء م  ن القطاع  ات بتمری  ر الش  رائح ف  ى سلس  لة      عملی  ةت  تم : ن  زع الم  اء  

وتت    رك %) ١٠٠و٩٥و٩٠و٨٠و٧٠و٦٠و٥٠و٤٠و٣٠(متزای   دة م    ن الكح    ول  

  .دقائق بالنسبة للكحول المطلق ٥ إلىتزداد  تغییرهدقائق فى كل  ٣الشرائح مدة 

فى كل من الكحول المطلق وص مغ التحمی ل   یتم ذلك بسائل قابل للذوبان : ویقالتر

الم  ادة المذیب  ة لص  مغ  إل  ىویراع  ى التنب  ھ . لوالزیل  و التزوی  قس  وائل  أش  ھروم  ن 

توض ع الش رائح ف ى مخل وط     . فى ھذه المادة المذیبة  التزویقالتحمیل حتى یجرى 

بمفرده، وتوض ع الش رائح    للووالزیمن  تغیریتینمن الكحول المطلق والزیلول ثم 

  .دقائق فى كل من التغییرات الثلاث ٥

  مواد تحمیل العینات والقطاعات

) ١٥و١٨(س  وائل تقت  رب مع  املات انكس  ارھا م  ن معام  ل انكس  ار الزج  اج       ھ  ي

وھن  اك . یغط  ى العین  ة ال  ذيوتوض  ع ب  ین العین  ة الواقع  ة عل  ى الش  ریحة والغط  اء  

  :نوعان من مواد التحمیل

ین  زع منھ  ا الم  اء ف  ى الكح  ول  الت  يص  مغیة للتحض  یرات م  واد تحمی  ل  -  أ

  .لوالزیلووتروق فى 

یفسدھا استخدام الكحول والزیلول  التيمواد تحمیل مائیة للتحضیرات   - ب

 .تغسل فى الماء وتحمل فى مواد تذوب الماء فھيولذا 
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  :مواد تحمیل الصمغیة): أ(

 لوالزیل  ولتروی  ق ف  ى  ویحم  ل فی  ھ بع  د ا  ) ١و٥٢٤(معام  ل انكس  اره  : كن  دا بلس  م  -١

  .یحفظ ھذا الصمغ فى زجاجة داكنة اللون أنویجب 

كح   ول % ٩٥وتمك   ن التحمی   ل فی   ھ م   ن  ) ١و٤٨٣(معام   ل انكس   اره : ایوب   ارال -٢

  .تجنب الكحول المطلق والزیلول أریدما  إذامباشرة فى حالة 

وتتمی  ز بس  رعة  لوالزیل  وف  ى  التزوی  قوتحم  ل العین  ات فیھ  ا بع  د  : دى ب  ى أك  س -٣

  .لجفافا

  :مواد التحمیل المائیة): ب(

 م ائي من الم اء ف ى حم ام      مللي ٦٠فى  نجیلا تیحم  ١٠یذوب :  جیلىجلیسرول  -١

ح  م م  ن الفین  ول )  ٠و٢٥(و  النق  ي نوالجلس  ریم  ن  ملل  ي ٧٠الك  أس  إل  يث  م نض  یف 

  .جیدا وتحفظ فى زجاجة محكمة الغلق وتقلب

  : مادة تحمیل فارانتس -٢

  مللى٤٠                           ماء مقطر          

  جم٤٠                                  عربيصمغ 

  مللي ٢٠جلسرین                                     

  جم ٠و١فینول احمر                                

  العیناتتغطیة 

  .فى الكحول وجففھا بمنشفة نظیفة خالیة من الوبر الأغطیةاغسل  - 

علیھا العینة وم ن المفی د    التيوتأكد من الناحیة  التزویقالشریحة من سائل  خذ - 

ض  ع الش  ریحة ف  ى وض  ع افق  ى بحی  ث یك  ون    . نفع  ل ذل  ك م  ع ك  ل ش  ریحة   أن

 .أعلى إلىعلیھ العینة  الذيالسطح 

 . واسطة قضیب زجاجي عند طرف العینةضع كمیة مناسبة من مادة التحمیل ب - 

الجانبیتین بین الإبھام والسبابة والحافة الثالثة امسك غطاء الشریحة من حافتیھ  - 

تقریب ا وامس ك    ٤٥تلامس س طح الش ریحة بحی ث یك ون الغط اء م ائلا بدرج ة        
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اجع ل الغط اء یھ بط ت دریجیا     . بالملقط فى ی دك الیمن ى بالحاف ة الرابع ة للغط اء     

 .على الشریحة حتى یستقر الغطاء فوق الشریحة دون تكون فقاعات ھوائیة

م لم  دة ی  وم واح  د حت  ى تج  ف م  ادة °٣٧ة ف  ى حض  ان داف  ئ عن  د ض  ع الش  ریح - 

 .التحمیل

أزل مادة التحمیل الزائدة عن  حدود غط اء الش ریحة باس تخدام ش فرة ح ادة ث م        - 

 .یمسح بقایا مادة التحمیل بقطعة قماش مبللة بالزیلول

تسجل بیانات الشریحة على ورق لصق على السطح العلوي للشریحة وتوضع  - 

  .ار العینةإما یمین أویس

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  


