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 ابراهيم سلمانمريم . د. م: مدرسة المادة                       كلية العلوم قسم علوم الحياة 

 للمرحلة الثالثة microscopic techniqueالتحضيرات المجهرية : المادة

 المحاضرة الثالثة

 Fixativesالمثبتات 

. جهري تلك المعنية بتثبيت الأنسجةمن أهم المحاليل المستعملة في مختبرات التحضير الم
المعدنية، والمثبتات  ، والمثبتات، ومثبتات حمض البكريكالفورمالين: ومن هذه المحاليل

 . ، ومثبتات أخرى من أبرزها رابع أوكسيد الأزميومالكحولية

في التحضيرات المجهرية  فيما يلي عرض لتركيب وتحضير أكثر محاليل التثبيت أستعمالا 
 . الأساسية

  Formalin Fixativesمثبتات الفورمالين  .1

 : ة صيغ منها، وتتوفر بعدهذه مثبتات عامة جيدة

  Baker.( 4411)صيغة بيكر  الين حسبالفورم - أ

 مل  Concentrated Formalin  41فورمالين مرکز 

 غم Calcium Chloride         4كلوريد الكالسيوم 

 مل Distilled Water               411ماء مقطر 

 .ويتم غسل المثبت بالماء .يج بهذا المثبت لمدة غير محدودةيمكن حفظ النس

 Baker.( 4458)حسب صيغة بيكر  الفورمالين  - ب

 مل  Concentrated Formalin    41فورمالين مركز 

 مل Calcium Chloride   41( ٪41محلول مائي بتركيز )كلوريد الكالسيوم 

 مل  Distilled Water                   81ماء مقطر 
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 : ملاحظة

ويكون راسبا أبيض يدعى  إذا ترك الفورمالين على الرف لمدة طويلة فإنه يتبلمر .4
 .ويمكن إزالة هذا الراسب بالترشيح، Paraformaldehydeبرافورمالديهايد 

قع سوداء أو بنية في ، تظهر ببالفورمالين، ، مثل الكبد والطحالعند تثبيت أنسجة غنية بالدم .2
وم البوتاسي ويمكن إزالة هذه البقع بوضع الأنسجة المثبتة بمحلول هيدروکسيد هذه الأنسجة

 . دقيقة 01٪ لمدة 81٪ محضر بكحول إيثيلي تركيزه 4
  .Picric Acid Fixativesمثبتات حمض البكريك  .2

، وهو معروف بتفاعله مع الهستونات تيستعمل حمض البكريك في عدة محاليل تثبي
الأحماض البلورية نتيجة تفاعله مع  Picratesوالبروتينات القاعدية ليكون أملاح البكريت 

وبشكل . ، تأخذ الأنسجة لونا أصفر يجب التخلص منهوعند استعمال هذه المثبتات. الأمينية
: اقع الجلايكوجين في الأنسجة، ومن أكثرها استعمال، فإن هذه المثبتات مفيدة في تثبيت مو عام

 : الذي يحضر كالتالي Bouin's Fixativeمثبت بوان 

 مل aqueous picric acid saturated   55محلول حمض بكريك مائي مشبع 

 مل  Concentrated Formalin       25فورمالين مركز 

 مل Glacial Acetic Aacid        5حمض خليك ثلجي 

، ويمكن ساعة 21إلى  6التثبيت هي من ، مدة م جيد، وخاصة للجلايكوجين وللنواة مثبت عا
تجدر الإشارة إلى أن غرام واحد من حمض . هذا المثبت لعدة أسابيع دون ضمورحفظ النسيج ب
إيثيلي  يغسل المثبت بعد انتهاء مدة التثبيت بمحلول کحول. مل من الماء  55البكريك يشبع 

ويمكن تسهيل إزالة هذا اللون . ى يزول اللون الأصفر إلى حد كبير، عدة مرات حت٪51تركيزه 
مضافا % 51ول كحول إيثيلي تركيزه من المقاطع وذلك بوضع الشرائح الحاملة للمقاطع بمحل

 .اليه بضع قطرات من محلول كاربونات الليثيوم المشبع
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 Metallic Fixativesالمثبتات المعدنية  .3

الذي يخترق الأنسجة ببطء،  mercuric chlorideتحتوي هذه المثبتات كلوريد الزئبق 
ل تحتوي ترسبات سوداء من ي، فان الأنسجة المثبتة بهذه المحالوبشكل عام. ويسبب انكماشها

، ومن فوائد استعمال هذه المثبتات مقاطع بتمريرها بمحلول يود كحولي، يمكن ازالتها من الالزئبق
الذي يحضر  zenker's Fixativeمثبت زنکر : الخلايا، ومن اكثرها شيوعا قوة صبغها لنوى 

  :كالتالي

 غم Potassium Dichromate   2.5ثنائي کرومات البوتاسيوم 

 غم  Mercuric Chloride                     1كلوريد الزئبق   

 مل Distilled Water                            45ماء مقطر 

 مل  Glacial Acetic Acid                5حمض خليك ثلجي 

 8بين جار لمدة تتراوح ، ويغسل النسيج تحت ماء ساعة 48و  1اوح مدة التثبيت بين تتر 
 . ساعة 42و

 : ملاحظة

، ويمكن إزالة هذا الراسب ي هذا المثبت راسبا يتخذ شكل إبريسبب كلوريد الزئبق الموجود ف .4
 %.51بوضع المقاطع بمحلول يود مشبع في كحول إيثيلي ترکيزه 

، وللتسهيل يمكن مزج المكونات مال بفترة وجيزة نظرا لعدم ثباتهيحضر المثبت قبل الستع .2
الثلاثة الأولى وخزن المثبت في هذه الصورة الثابتة على ال يضاف حمض الخليك إل قبل 

 .الستعمال مباشرة
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   Alcoholic Fixativesالمثبتات الكحولية     .4

. مثبت جيد لتثبيت الجلايكوجينل يستعمل الكحول المطلق كمثبت على الرغم من كونه 
ضاف لأن الكحول يسبب انكماش الأنسجة  فإن مادة أخرى مثل حمض الخليك الثلجي ت ونظرا

 . له حتى تقلل من ذلك النكماش

في ، ولذلك فهي تستعمل لتسريع معالجة الأنسجة ثبتات الكحولية سرعة نفاذية جيدةللم
فإن  المقاطع الشمعيةحماض النووية في وإذا ما أريد دراسة الأ. التحضيرات المجهرية الروتينية

المثبت الكحولي المفضل هو مثبت کارنوي  كذلك  فإن المثبت جيد لحفظ الخلايا العصبية 
أبرز  Carnoy's Fixativeويمثل مثبت کارنوي . Nissl bodiesوخاصة حبيبات نسل 

 : المثبتات الكحولية ويحضر كالتالي

 مل Glacial Acetic Acid         41حمض خليك ثلجي 
 مل  Absolute Ethyl Alcohol    61ول إيثيلی مطلق کح

 مل Chloroforme                            01كلورفورم 

لعمليتي الغسيل وإزالة ، وعدم الحاجة عة اختراقه للأنسجةمن فوائد استعمال مثبت کارنوي سر 
سجة بمحلول ، حيث تثبت الأنbiopsy، ولذلك فهو يستعمل عند معالجة عينات الخزعة الماء

، ثم تنقل إلى مزيج من الكحول والكلوروفورم عة ثم تنقل إلى كحول مطلق مباشرةکارنوي لمدة سا
 .الخطوات من تشريب وطمر وقطع وصبغثم تروق وتستكمل بقية  4:  4بنسبة 

  ومن المثبتات الاخرى شائعة الاستعمال 

 - Formalin - Acetic acidحلول الفورمالين وحامض الخليك والكحول الإثيلي م
Alcohol (F. A. A) . 

راد عندما ييعتبر هذا المثبت من اكثر المحاليل استعمال خصوصا للنماذج النباتية مثلها 
النماذج لفترات طويلة شرط أن يبدل المحلول كل ثلاثة أو  ظا كذلك لحفيا يحدراستها مظهريا وتشر 

ضر يحساعة و  48بيت هي ثالت دةان مستة أشهر ول يفضل استعماله لتثبيت الكروموسومات 
 : بمزج
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 %  51أو %  51من الكحول الإثيلي تركيز  0سم 41 

 حامض الخليك  0سم 5

 .فورمالين  0سم 5

 51% بينما يستعمل كحول  والرقيقةللنباتات العطرية %  51يستعمل كحول تركيز  
أو %  51 زكيحول تر كب بعد التثبيت يجب غسل النموذج المثبت ثلاث مرات. للنباتات الصلبة 

51 % 

 Allen's fluidمحلول ألن 

 بمزجيستخدم هذا المثبت لمعظم الأنسجة النباتية خاصة البراعم الزهرية ويحضر  

 محلول مائي مشيع لحامض البكريك 0سم 55 

 الفورمالين من 0سم25

 من حامض الخليك الثلجي 0سم 5

 من حامض الكروميك  0سم 4.5 

 غم من اليوريا  2

%  51ساعة بعدها تغمر النماذج في كحول  46 - 1أن المدة اللازمة للتثبيت تتراوح بين 
ويبدل الكحول من وقت لآخر إلى أن يزول اللون الأصفر لحامض البكريك ويتميز هذا المثبت 

 ينصح بتحضيره فقط وقت استخدامه  لذابسرعة تلفه ، 
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 Champy's Fluidمحلول جامبي 

لجميع تحضيرات النسجة النباتية والحيوانية كذلك لتثبيت  المثبتيستعمل هذا  
 :ويحضر بمزج  المايتوكوندريا و للدراسات الخلوية

 %  0من ثاني کرومات البوتاسيوم تركيز  0سم05

 % 4حامض الكروميك تركيز من  0سم05

 %  2من حامض الأوزميك تركيز  0سم21

ساعة بعدها تغسل النماذج بالماء الجاري  21 - 6أن المدة اللازمة للتثبيت تتراوح بين 
 . ولنفس فترة التثبيت 

  Kleinenbery's fluidليننبرج كمحلول 

يستخدم هذا المثبت لتحضيرات الأجنة الحيوانية والأحياء البحرية والحيوانات المفصلية 
 :ضر بمزج حتينية وييوالكا

 %  4من حامض الكبريتيك تركيز  0سم411

 .من محلول مائي مشبع لحامض البكريك  0سم 14

ان الوقت اللازم للتثبيت يتناسب طرديا مع حجم وصلابة النموذج ويمتاز هذا المحلول  
ثم إلى سلسلة تصاعدية من %  51بعد التثبيت ينقل إلى كحول دافيء تركيز . بسرعة نفاذيته 

 الكحول

 . Flemming's fluidمحلول فليمنك 

للأنسجة النباتية والحيوانية خاصة الصغيرة جدا والتي ل يتجاوز سمكها يستخدم هذا المثبت  
بضع صفوف من الخلايا ول ينصح استعماله للنماذج الكبيرة وذلك لبطء نفاذية هذا المحلول 
داخل الأنسجة كذلك يستخدم للدراسات الخلوية ولتحضيرات الشحوم ويمكن تحضيره بمزج كل 

 . قبل ا الستعمال مباشرة ( ب ) مع محلول ( أ ) من محلول 
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 : يتكون من ( أ ) محلول 

 %  4من حامض الكروميك تركيز  0سم 01

 من حامض الخليك الثلجي  0سم 2

 يتكون من( ب ) محلول 

 % 2من حامض الأوزميك تركيز  0سم 8 

ساعة وتعتمد على نوع النموذج المراد تثبيته فمثلا  21 -4أن مدة التثبيت تتراوح بين  
 .ساعة 21جار لمدة  بماءبعد التثبيت يغسل النموذج . لتثبيت المايتوكوندريا تحتاج ساعة واحدة 

 أساليب التثبيت

ع بالأبخرة  حيث يخض، منها التثبيت لوسائل الكيماوية بأساليب مختلفةيمكن إجراء التثبيت با
، ل العينة على شريحة وبعد تجفيفها، وفي هذه الطريقة تحمالتحضير المجهري لأبخرة المثبت

جه فوق عبوة مناسبة ، وذلك بوضع ذلك الو ة الحامل للعينة إلى بخار المثبتيعرض وجه الشريح
بخرة غاز رابع أكسيد وتساعد هذه الطريقة في دراسة الخلايا المعزولة ومن أهم الأ. تحتوي المثبت

 . الأوزميوم والفورملدهايد

 : التها السائلة بالأساليب التالية، فيتضمن استعمال المثبتات في حأما التثبيت بالسوائل

، وفيها توضع الأنسجة في المثبت، بحيث اا هذه طريقة شائعة جد Immersionالغمر  .4
المثبت  ويجب أن يحيط. مرات 41-5من حجم النسيج بمقدار  يكون حجم المثبت أكبر

ن في أسفل إناء الغمر قبل ، ولذلك ينصح بوضع قطعة قطبالنسيج من جميع النواحي
وفي حالة الأنسجة التي تغطيها طبقة مخاطية  أو دم . المثبت، ثم تضاف الأنسجة

أما إذا . مما يغطيها قبل غمرها في المثبت متخثر  يظل تثبيتها ناقصاا، إذا لم تحرر
كان في النسيج فجوات هوائية  أو غازات كما في الرئة فيوضع إناء الغمر والمثبت في 

 . الهواء لإزالة الغازات من النسيججهاز تفريغ 
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، ته كله، يحقن المثبت في جوف الحيوان المراد تثبيفي هذه الطريقة Injectionالحقن  .2
ان في مثبت معين  وتستعمل هذه ويتبع الحقن غمر الحيو . والذي يكون عادة صغيراا 

الطريقة في حفظ عينات المتاحف الحيوانية وفي مختبرات تشريح الحيوان بمثبتات مثل 
 . لينالكحول أو الفورما

وهي . دموية، تثبت الأنسجة بضخ المثبت بالدورة الفي هذه الطريقة Perfusionالإرواء  .0
يصعب الوصول ، ولكن بيتالتي تحتاج إلى سرعة في التث مفيدة في حفظ الأعضاء

ومن . ا تفيد في تثبيت الأعضاء الكبيرة، التي ل يسمح حجمها بغمرهاكم. إليها بسرعة
 في هذه الطريقة . لعصبي المركزي، والأذن الداخلية للثديياتالنماذج على ذلك الجهاز ا

 مل  إلى 411-51ويدخل المحلول الملحي حوالي ( مثل الجرذ)يخدر الحيوان المخبري 
ج السائل من شق في ، بحيث يخر Perfusion Canulaالبطين الأيسر عبر قني إرواء 

بنفس  بعد ذلك  يدخل المثبت . ، وذلك حتى يصبح السائل الخارج رائقاا الأذين الأيمن
لمعني وأخيرة يستخرج العضو ا. ويتم الإرواء حتى يصبح الحيوان المخبري قاسياا  الطريقة

 ،مل من المثبت 411الطريقة حوالي  يستخدم في هذه. ةويعالج بالطريقة التقليدي
 . دقيقة 51وتستغرق العملية حوالي 
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