
Вопрос адекватной фиксации материала при 
проведении иммуноцитохимических исследова-
ний, выполняемых как с научными, так и с диагно-
стическими целями, приобретает первостепенное 
значение в связи с необходимостью обеспечения 
сохранности выявляемых антигенов и сохране-
ния их доступности для применяемых первичных 
антител. Несмотря на то, что в патогистологи-
ческих исследованиях наиболее часто применя-
ется фиксация материала водными растворами 
формалина, во многих случаях она представля-
ется неоптимальной, поскольку при этом часть 
антигенных детерминант оказывается недоступ-
ной для взаимодействия с первичными антитела-
ми. В связи с этим были предприняты попытки 
разработать специальные методы фиксации, при 
помощи которых удавалось бы лучше сохранить 
маскируемые (либо разрушаемые) при обычной 
фиксации антигены [31, 32]. Один из таких фик-
саторов — цинк-этанол-формальдегид (ЦЭФ) был 
разработан в 2006 г. в Научно-исследовательском 
институте экспериментальной медицины РАМН 

[11] и успешно применяется при исследовании 
не только органов нервной системы, но и других 
органов и тканей как человека, так и лаборатор-
ных животных.

Цель настоящего исследования — анализ 
результатов проведения иммуногистохимических 
реакций и гистологических окрасок на материале, 
фиксированном в ЦЭФ, что необходимо для опре-
деления позитивного (либо негативного) влияния 
этого способа фиксации на сохранность различ-
ных тканевых антигенов при использовании как 
обычной световой микроскопии, так и флюорес-
центной, а также конфокальной лазерной микро-
скопии.

Для исследования были использованы различ-
ные объекты — головной мозг крысы, фрагменты 
головного мозга человека, плацента человека, серд-
це, поджелудочная железа, надпочечник, почка, 
легкое крысы и человека. Сведения об использо-
ванном материале, экспериментальных воздействи-
ях и способах эвтаназии животных содержатся в 
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соответствующих опубликованных ранее материа-
лах (ссылки представлены в таблице).

Все исследования, выполненные на лабора-
торных животных, были проведены с учетом 
«Правил проведения работ с использованием экс-

периментальных животных» (приказ № 755 от 
12.08.1977 г. МЗ СССР). Для фиксации мате-
риала был использован ЦЭФ, который готовили 
по ранее опубликованной прописи: 1 г хлорида 
цинка на 90 мл 96% этанола и 10 мл концентриро-

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2013

Сведения об антигенах, которые хорошо выявлялись в тканях животных и человека 
после фиксации в цинк-этанол-формальдегиде при помощи указанных первичных антител

Антиген Антитела Публикации

Глиальный фибриллярный кислый белок 
(GFAP)

Кроличьи поликлональные; Dako, Дания [16, 23, 24, 26, 27]

Мышиные моноклональные (клон SPM507); Spring Bioscience, 
США

[27]

Виментин Мышиные моноклональные (клон V9); Dako, Дания [8, 18, 23, 24, 26, 27]

Мышиные моноклональные (клон Vim3b4); Dako, Дания [27]

Белок Iba-1 (AIF1) Козьи поликлональные; Abcam, Великобритания [9, 17, 28]

Нестин Кроличьи поликлональные; Chemicon, США [27]

Мышиные моноклональные (клон Rat-401); BD 
Pharmingen, США

[6, 24, 27]

Белок Msi-1 (Musashi-1) Кроличьи поликлональные; Abcam, Великобритания [6, 26]

Белки теплового шока HSP70 Кроличьи поликлональные; Leica-Novocastra, 
Великобритания

[1]

Нейрональная NO-синтаза (nNOS) Мышиные моноклональные (клон 16); BD Transduction 
Laboratories, США

[19]

Белок NeuN Мышиные моноклональные (клон A60); Chemicon, США [10]

Белки нейрофиламентов Мышиные моноклональные (клон 2F11); Dako, Дания [22]

Периферин Кроличьи поликлональные; Chemicon, США [7, 22]

α-тубулин Мышиные моноклональные (клон DM-1A); BioGenex, 
США

[4]

β-III-тубулин Мышиные моноклональные (клон TU-20); Chemicon, 
США

[10]

Нейрон-специфическая енолаза (NSE) Кроличьи поликлональные (АВ951); Chemicon, США [7]

Глутаматдекарбоксилаза (GAD67) Кроличьи поликлональные; Spring Bioscience, США [25]

Синаптофизин Кроличьи поликлональные; Monosan, Нидерланды [29]

Кроличьи поликлональные; Dako, Дания [7, 22, 29, 30]

Мышиные моноклональные (клон SY38); Dako, Дания [10]

Тирозингидроксилаза Кроличьи поликлональные; Abcam, Великобритания [3, 22]

Мышиные моноклональные (клон 1B5); Leica-Novocastra, 
Великобритания

[2]

Мышиные моноклональные (клон TOH-A1); 
BD Pharmingen, США

[2]

Даблкортин (DCX) Кроличьи поликлональные (ab18723); Abcam, 
Великобритания

[10, 20]

Ядерный антиген пролиферирующих 
клеток (PCNA)

Мышиные моноклональные (клон PC10); Abcam, 
Великобритания

[15]

Пролиферативный маркер, циклин D1 Кроличьи моноклональные (клон SP4); Spring Bioscience, 
США

[15]

Пролиферативный маркер, циклин В1 Мышиные моноклональные (клон V152); Dako, Дания [15]

Фосфорилированный гистон H3 Кроличьи поликлональные; Abcam, Великобритания [13, 15]

Пролиферативный маркер Ki67 Мышиные моноклональные (клон MIB5); Dako, Дания [15]

Гладкомышечный α-актин-1 Мышиные моноклональные (клон 1А4); Dako, Дания [5]

Эзрин (цитовиллин) Мышиные моноклональные (клон 3С12); Diagnostic 
BioSystems, США

[14]
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ванного (35–40%) раствора формальдегида [11], 
а также ЦЭФ, разведенный 96% этанолом 1:1. 
Для сравнения результатов окраски был исполь-
зован аналогичный материал, фиксированный в 
10% формалине, 96% этаноле и жидкости Буэна. 
Информация об изученных антигенах и исполь-
зованных первичных антителах представлена в 
таблице.

В результате анализа многочисленных пре-
паратов, полученных после применения фиксации 
ЦЭФ, для большинства исследованных антигенов 
было установлено, что использованный способ 
фиксации позволяет добиться более высокой чув-
ствительности иммуноцитохимической реакции 
по сравнению с другими методами фиксации и, 
прежде всего, после фиксации 10% формали-
ном. Фиксация в ЦЭФ позволила в ряде случаев 
отказаться от обычно рекомендуемой процедуры 
теплового демаскирования антигенов, что обеспе-
чило сокращение времени, необходимого для про-
ведения исследования и дало возможность лучше 
сохранить структуру ткани (в связи с устранением 
высокотемпературного воздействия). Применение 
методов флюоресцентной и конфокальной лазер-
ной микроскопии после ЦЭФ обеспечивает высо-
кое качество получаемых изображений [9, 16, 27]. 
При этом не происходит существенного повы-
шения фоновой автофлюоресценции (в сравнении 
со спиртовой и формалиновой фиксацией). После 
фиксации в ЦЭФ хорошо удается не только 
окраска по Нисслю [11], но и обычные обзорные 
окраски (гематоксилином — эозином, трихром-
ный метод Массона и другие способы окраски 
соединительной ткани). После фиксации в ЦЭФ 
эритроциты приобретают способность ярче окра-
шиваться эозином, что сближает данный фикса-
тор с фиксаторами, содержащими соли ртути.

Тем не менее, ЦЭФ, помимо отмеченных 
достоинств, имеет и отдельные недостатки, кото-
рые в большинстве случаев могут быть устранены 
либо предупреждены. Так, при использовании 
материала, содержащего значительное количе-
ство крови (застойное полнокровие сосудов лег-
кого, кровоизлияние в мозг, полнокровие лакун 
плаценты), на препаратах в области скоплений 
эритроцитов иногда обнаруживаются отложения 
черно-коричневого пигмента, который представ-
ляет собой формалиновый пигмент [21]. При 
использовании такого материала фиксатор можно 
развести 96% этанолом 1:1. Это позволит снизить 
концентрацию формальдегида в растворе и, таким 
образом, уменьшить вероятность формирования 
формалинового осадка в тканях. Можно при-
бегнуть и к традиционным способам устранения 
формалинового осадка в срезах [21].

Другим относительным недостатком предло-
женного способа фиксации является более зна-
чительное уплотнение тканей, чем при обычной 
формалиновой фиксации и фиксации в жидкости 
Буэна. Данный недостаток никак не проявляется 
при изучении головного мозга и ряда паренхи-
матозных органов, но оказывается существен-
ным при изготовлении срезов плотных тканей 
(ткани кожи, мышечная ткань). В этом случае при 
изготовлении срезов рекомендуется использовать 
ротационный микротом и специальные одноразо-
вые лезвия, предназначенные для изготовления 
срезов плотных тканей.

При проведении иммуноцитохимических 
исследований в редких случаях фиксация в ЦЭФ 
не оказывается оптимальной. Нами было обнару-
жено, что при выявлении инсулина и серотонина, 
несмотря на высокую чувствительность реакции, 
наблюдается значительная диффузия антигена из 
области его первичной локализации. При этом 
более жесткая формалиновая фиксация позво-
лила получить лучший результат — отсутствие 
диффузии антигена из структур, где он первично 
был локализован (В-клеток поджелудочной желе-
зы для инсулина и нейронов ядер шва среднего 
мозга, а также энтерохромаффинных клеток и 
клеток карциноидной опухоли — для серотонина 
[12]). Учитывая то, что диффузия антигена харак-
терна для растворимых и низкомолекулярных 
соединений, к которым относятся как серотонин, 
так и пептидный гормон — инсулин, можно пола-
гать, что ЦЭФ не будет оптимальным фиксато-
ром и для других антигенов, имеющих малую 
молекулярную массу (аминокислот, отдельных 
гормонов и низкомолекулярных пептидов) в связи 
с их частичной растворимостью и способностью к 
диффузии при фиксации.

Представленный анализ результатов собствен-
ных данных, полученных при фиксации материала 
в ЦЭФ, позволяет заключить, что использован-
ный метод перспективен для применения как в 
иммуноцитохимических исследованиях, так и в 
общегистологической практике. Кроме того, дан-
ный фиксатор обладает достоинствами, позво-
ляющими его рекомендовать для фиксации объ-
ектов, предназначенных для последующего прове-
дения флюоресцентной и конфокальной лазерной 
микроскопии.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проекты 12-04-
31857 мол_а, 11-04-01693a, 10-04-00180а).
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ADVANTAGES AND DISADVANTAGES 
OF ZINK-ETHANOL-FORMALDEHYDE 
AS A FIXATIVE FOR IMMUNOCYTO CHE-
MISTRY AND CONFOCAL LASER MICRO-
SCOPY

D. E. Korzhevskiy, Ye. G. Sukhorukova, Ye. G. Gilerovich, 
Ye. S. Petrova, O. V. Kirik and I. P. Grigoriev

The paper presents an analysis of authors’ results obtained 
using fixation of various tissues in zink-ethanol-formaldehyde 

(ZEF). It was found that fixation in ZEF, in comparison with 
other methods of fixation, allowed to achieve higher sensitivity 
of immunocytochemical reaction for a large number of antigens 
studied and, in many cases, to avoid heat unmasking of antigens. 
It also provided high resolution of the images obtained using the 
fluorescent and confocal laser microscopy. However, the studies 
of antigens with small molecular mass revealed the antigen dif-
fusion from the site of original localization. The data obtained 
suggest that fixation of a material in ZEF fixative is promising 
for both immunocytochemical studies, including those using the 
fluorescent and confocal laser microscopy, and general histologi-
cal practice.

Key words: immunocytochemistry, fixation technique, confo-
cal laser microscopy
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