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Killing, Fixing and Hardening Anesthetization, 

  Anesthetizationالتخدير 

ض الحيوانات لبع sectionsأو المقاطع  whole mountعند تحضير النماذج الكاملة 
 tentaclesها تاالتي تميل الى التقلص أو سحب مجس invertebratesخاصة اللافقرية منها 

عند تثبيتها يجب تخديرها قبل عملية  ball upأو أن تتكور  appendagesأو لواحقها الاخرى 
او ، كذلك تستخدم عملية التخدير عندما يراد تحضير عضو لتثبيت للمحافظة على شكل الحيوانا

جزء من عضو او نسيج لحيوان كبير تفاديا للتشوه الذي قد يحدث لها في حالة قتل الحيوان دون 
 : دمة لهذا الغرض نذكر منها ما يليتخديره ومن الطرق والمواد المستخ

  Chloroformالكلوروفورم  .1

اد تستخدم هذه المادة لتخدير انواع مختلفة من الحيوانات وبطرق متنوعة فمثلا عندما ير 
توضع بضع قطرات على سطح الماء أو بضع  aquatic animalsتخدير الحيوانات المائية 

 . Arachnidsوالعنكبوتيات   insectsقطرات في قناني خاصة عند تخدير الحشرات 

  Ether and alcoholالايثر والكحول  .2

 fresh water animalsيستخدم كل منها بصورة خاصة لتخدير حيوانات المياه العذبة 
وتتم عملية التخدير باضافة الكحول إلى الماء بصورة  earth wormsوالديدان الأرضية 

كذلك % 01ى أن يصبح تركيز الكحول حوالى تدريجية بواسطة أنبوب يمكن السيطرة عليه إل
 .ر کالكلوروفورم في تخدير الحشراتيستخدم الايث
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 Magnesium chloride orكلوريد المغنيسيوم أو كبريتات المغنيسيوم  .3
magnesium sulfate 

 Seaالبحر  يستخدم كل منهما بصورة ناجحة لتخدير الكثير من الحيوانات مثل شقائق
Anemones   والمرجانCoral  والديدان الحلقيةAnnelids  والغلالياتTunicates  وبعض

 .Molluscaمن الحيوانات الرخوية أو النواعم 

 المغنيسيوم في كيس وتعليقها بحيث تمس سطح الماء بوضع بلورات كبريتاتوتتم العملية 
الحاوي على الحيوانات ثم يسحب الماء بصورة تدريجية الى ان يكتمل التخدير  اي عندما لا 

يبقى جزءا قليلا يغطي بحيث  بعدها يسحب الماء  يبدي الحيوان أي حركة عند لمسه أو وخزه
، fresh fixativeجزئيا تنقل إلى مثبت جديد  الحيوانات ثم يضاف المثبت وعند تصلد الحيوانات

 %.33الحيوانات في محلول لهذه المواد بتركيز  ويمكن أن تتم عملية التخدير ايضا بوضع 

  Cocaineالكوكايين  .4

والحيوانات الحزازية  Rotifersالدولابيات  و Ciliatesدبية هيستخدم لتخدير الحيوانات ال
Bryozoa  والهايدراHydra ديدان وبعض الworms  والنواعم أو الرخوياتNudibranches 

من المحلول الى القناني الحاوية على الحيوانات ثم تراقب حركتها % 0ويتم التخدير باضافة 
 . وبعدها تثبت 

  Mentholالمنثول  .5

 marine animals sessileيستخدم للحيوانات صعبة التخدير كالحيوانات البحرية الثابتة 
وكذلك  Hydroidsوبعض الحزازيات والهدريات  Coelentratesية الجوف وحيوانات امعائ

وذلك بنثر المنثول على سطح الماء ويمكن الحصول على افضل  Flukesالأسماك المفلطحة 
حيث  chloral hydrateمن مائيات الكلور  مغ  55غم من المنثول مع  45النتائج عند مزج 

طر على سطح الماء وتحتاج الحيوانات الكبيرة للتخدير يطحن ويمزج سوية مع قليل من الماء ويق
ره على سطح ثكذلك يمكن استخدام مائيات الكلور لوحده في التخدير عند ن. ساعة 01حوالي 
على الحيوانات كالديدان الحلقية والكأسية والنواعم والحيوانات الحزازية وقسم من  الحاوي الماء 

 .Turbellariaالديدان المسطحة ذات الأهداب 
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 Chloretoneالكلوريتون  .6

إلى % 1333لك بوضع الحيوانات في محلول يستعمل الكلوريتون لتخدير بعض الحيوانات وذ
 frogوتعتمد مدة التخدير على نوع الحيوان وتركيز المحلول فمثلا عند تخدير الضفدعة % 1

دقائق بعدها  8 - 4ولمدة % 1توضع في محلول  webلأجل دراسة الدورة الدموية في الصفاق 
لكامل ثم يفحص تغلف بقطعة قماش مشبعة بالمحلول الى أن يبدو على الحيوان الارتخاء ا

 .الصفاق تحت المجهر

  Asphyxiationالخنق  .7

وتتم بوضع الحيوان في  Snailsتستخدم هذه الطريقة مع بعض الحيوانات خاصة القواقع 
 . ي بعد تبريده ثم يحكم سد القنينةقنينة ماء مغل

 Coolingلتبريد ا .8

والديدان الشريطية  fishesتتم عملية التخدير بالتبريد الجزئي لبعض الحيوانات كالأسماك 
Tapeworms  وذلك بوضع الحيوانات في جليد مملح أو ماء مثلج أو داخل ردهات المجمدات

 . بعدها تنقل إلى ماء فاتر ثم تثبتإلى أن ترتخي الحيوانات 

  Killingالقتل 

، ويظهر من جميع الفعاليات الحيوية للكائناتتل بأنه عملية إيقاف دائمي وسريع ليعرف الق
التعريف بأن عملية القتل ليست مهمة جدا إلا أن الحقيقة تظهر عكس ذلك حيث أن لعملية 

، فمثلا عندما يراد دراسة الخلية النطفية عتمد عليها جميع الخطوات المقبلةالقتل أهمية كبيرة جدا ت
spermatocyte  لحشرة مستقيمة الأجنحةOrthoptera  فعند قتل الحشرة بواسطة التخدير

يظهر سايتوبلازم الخلية بشكله الشبكي الدقيق وتظهر الكروموسومات واضحة ومتباعدة اما اذا 
فان السايتوبلازم يظهر بشكل حبيبي والكروموسومات تكون  cyanideقتلت الحشرة بالسيانيد 

اقصر مما هي  spindle fibersالمعالم اضافة لذلك تظهر الياف المغزل متقاربة وغير واضحة 
 .عليه
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  Fixing And Hardeningالتثبيت والتصلد 

تكون معظم المواد المستخدمة للقتل مثبتة في نفس الوقت ولكن يجب أن نعلم بأن عملية 
وحجم الخلايا  التثبيت هو عملية الحفاظ على شكل، القتل والتثبيت هما عمليتين مختلفتين

والسايتوبلازمية  nuclear elementsوالأنسجة والأنظمة النسيجية وجميع العناصر النووية 
cytoplasmic لذلك يجب الإسراع في تثبيتها لها الطبيعي نوعا ما قبل التثبيتکا لو كانت بشك ،

ركيبها بعد الموت تفاديا لحدوث التغيرات في تأو حفظها لفترة قصيرة في جهاز تبريد قبل التثبيت 
post - mortal changes و هذه التغيرات هي: 

 .التبخيرعند ترك النماذج في الهواء تجف وتتقلص بسبب فقدانها الماء بعملية  .0
اذا تركت في محلول ذو تركيز معين فسوف تخضع لظاهرة الانتفاخ أو التقلص الأزموزي  .1

Osmotic swelling or shrinkage . 
تكاثر وبالتالي تحطم الخلايا والأنسجة وتعرف هذه العملية بالتعفن تبدأ البكتريا بال .3

putrefaction . 
بعملها  cathepsin۔ لـبعد موت الخلايا تبدأ بعض الأنزيمات والمعروفة باسم مجموعة ا .4

العكسي فهي بدلا من قيامها ببناء جزيئات البروتين من الحوامض الأمينية تقوم بتكسير 
وله الى حوامضه الأمينية وتعرف هذه العملية باسم التحلل الذاتي جزيئات البروتين وتح

autolysis. 

  :فوائد التثبيت

نية ، وذلك بتقوية با من حيث موقعها وطبيعتها وحجمهاإبقاء محتويات النسيج على حاله .0
 . ا يمكن من عمل تحضيرات دائمة منه، ممالنسيج

 . تالية كالقطع بأقل قدر من التشوهل، لتصمد أمام العمليات اتقوية الأنسجة بتقسيتها .1
 . درة أجزاء النسيج على تقبل الصبغتحسين ق .3
 . ات النسيج تقاوم الحرارة العالية، عند الطمر في الشمع وتخلله لهاجعل مركب .4
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 :مواصفات المثبت الجيد

 .سرعة النفاذ إلى داخل النسيج .0
 . وي والفيزيائي على مكونات النسيجقلة التأثير الكيما .1
 . م تغير تركيبه مع الزمنعد .3
 . سهولة التداول .4
 .اعتدال السعر .5

  :طرائق التثبيت

 .ت إما بوسائل طبيعية أو كيميائيةيتم التثبي

لتجفيف عند ، واهذا النوع استخدام وسائل الحرارةالتثبيت بالوسائل الطبيعية يندرج تحت 
 . المنخفضة، والتجميد ، أودرجة الحرارة العادية

 .رةالتثبيت بالحرا .1

، وعيبها الوحيد هو تكون اشکال ى كون البروتينات تتخثر بالحرارةترتكز هذه الطريقة عل
 . الأنسجة داخل artifactsمصطنعة 

 .التثبيت بالتجفيف عند درجة الحرارة العادية .2

، ذه الطريقة عند تحضير مسحات الدم، أو نخاع العظم، ولكن استعمالها محدودتفيد ه
 . ى مثبت آخر عند الصبغمر عادة إلويحتاج الأ

 .التثبيت بالنيتروجين السائل .3

م ث، (س061º-)، تجمد في النيتروجين السائل صغيرة ا  في هذه الطريقة يقطع النسيج قطع
ار الإنزيمات هذه الطريقة مفيدة في إظه. تجفف في جهاز خاص، وتطمر حالا في شمع البرافين

الكيمياوية فتبقى مكونات النسيج على حالها واد ، و بها يتجنب استعمال الموالدهون في المقاطع
 .ولكن يؤخذ عليها صغر حجم العينات وتكون بلورات الجليد فيها
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 .التثبيت بالوسائل الكيميائية .4

ولكن لا . على تثبيت الأنسجة بكفاءة عالية لعل أهم ميزة للمثبتات الكيماوية هي قدرتها
غ يهذا هو سبب وجود عدد كبير من الص، و النسيجلتثبيت الخلايا او مكونات يعتمد مثبت واحد 

 المثبتاتوكما سنبين لاحقا فإن معظم . لمجهريةالكيماوية للمثبتات المستعملة في التحضيرات ا
. ن الخواص التي يتمتع بها كل مكون ، لينسنی الاستفادة متحضر من أكثر من مكون واحد

يث يسهل اختراقها من على هيكلية الخلايا بحوالمثبتات الكيماوية إما أن تخثر البروتين وتحافظ 
، غير أنها تحطم بعض العضيات، مثل الميتوكوندريا، ومن هذه المثبتات حامض وسط التشريب

، وإما أن لا تخثر البروتين وتحول وكلوريد الزئبق والكحول الإيثيلي، والأسيتون البكريك 
ن لا ، ولكيات محفوظة بشكل جيدضعالسيتوبلازم إلى مادة هلامية غير مترسبة تكون فيها ال

الخليك وثنائي ، الفورملدهايد وحامض ات، ومن هذه المثبتيخترقها وسط التشريب بسهولة
، فإن المثبتات الجيدة تحتوي وعلى هذا الأساس ، ورابع أكسيد الأوزميومکرومات البوتاسيوم

  .خثرة واخرى غير مخثرة بحيث تجمع فوائد النوعينممكونات 

 :ع والأخذ بنظر الاعتبار ما يلييت المواد يجب اتباعند تثب

، أو ممكن وذلك لمنع تغيرات بعد الموتيجب تثبيت المادة بعد جمعها وبأسرع وقت  .0
 . الثلاجة لوقت قصير لحين تثبيتها حفظها في

لأجل الحصول على أفضل النتائج يجب اختيار خليط من المحاليل المثبتة بحيث يكون  .1
 . حدثرة وواحد أو أكثر غير مخثرة وذلك لغرض أداء مهمتين في آن واواحدة أو أكثر مخ

يجب اختيار المثبت الملائم لكل دراسة معينة وذلك لأن لكل مثبت له مساوءه ومحاسنه  .3
فمثلا الفورمالديهايد يثبت السايتوبلازم من جهة لكنه يمنع تغلغل الشمع من جهة اخرى 

أما . ويجعل وسط السايتوبلازم قاعدي chromatinكذلك هو رديء التثبيت للكروماتين 
فهو يجلط السايتوبلازم ويسمح للشمع بالتغلغل الا انه  picric acidحامض البكريك 

وهو جيد لتثبيت  rotary microtomeيجعل النسيج لينا يصعب قطعه بالمشراح الدوار 
 . وبلازم حامضيالكروماتين ويجعل وسط السايت

بينما ( مرسخات)يادة تقبل سطوح المواد للصبغات لى ز أن بعض المثبتات تعمل ع .4
البعض الآخر يعمل على عرقلة عملية الصبغ بصبغات معينة لذلك يجب اختيار مثبت 
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، علما بأن هناك بعض المثبتات يمكن اعتبارها خاص اذا اريد الصبغ بصبغة معينة
 .عامة وتستخدم مع أغلب الصبغات

بحيث يمكن وضع النموذج المراد تثبيته فيها بسهولة  يجب أن تكون قنينة التثبيت واسعة .5
مرة بقدر حجم النموذج وذلك  11الى  0كذلك يجب أن يكون حجم المادة المثبتة من 

 . وعدم تخفيف المثبت من ناحية اخرى لمنع الالتفاف أو الانحناء من ناحية 
تثبيت تعتمد يجب عدم ترك النموذج في المثبت اكثر من الوقت اللازم حيث أن مدة ال .6

ته وطرديا مع وتناسب عكسيا مع شدة نفاذه داخل الأنسجة وعلى تركيزه ودرجة حرار 
 . سمك وصلابة النموذج

ملم سمكا وذلك للسماح للمثبت بالتغلغل في  6-1يجب تقطيع المادة المراد تثبيتها بين  .7
الوقت المحدد أما إذا اريد تحضير عضو أو جزء كبير من عضو فيجب عمل شق 

incision للسماح للمثبت بالتغلغل . 
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