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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Полиэтиленгликоль (ПЭГ) — это водорастворимый полимер, который может использоваться для про-
питки тканей и получения гистологических срезов. Ранее сообщалось, что ПЭГ обеспечивает хорошую сохранность 
морфологических характеристик тканей, сопоставимую с результатом использования эпоксидных смол, а полу-
чаемые срезы могут применяться для иммуногистохимических исследований. В современной литературе описано 
несколько методов применения ПЭГ для гистологических задач, однако они несистематизированы и, как правило, 
трудновоспроизводимы. 
Цель исследования — оценить морфологические характеристики и иммунореактивность тканей на гистологических 
срезах после проводки в ПЭГ.
Материалы и методы. Исследована возможность и результаты проводки коллекционных (архивных) образцов плодов 
мыши (Mus musculus) и вьюна (Misgurnus Fossilis) в ПЭГ 1000 и ПЭГ 1500, а также особенности получения срезов, их 
расправления, монтирования на предметные стёкла и окрашивания. 
Результаты. Сопоставлены морфологические характеристики гистологических срезов, проведённых и залитых в ПЭГ 
и парафин. Охарактеризованы преимущества и недостатки использования ПЭГ для гистологической проводки. Выпол-
нено иммуногистохимическое окрашивание срезов с использованием специфических антител в сочетании с хромоген-
ной и флуоресцентной системами детекции.
Заключение. Продемонстрировано, что ПЭГ обеспечивает сохранность структурных особенностей клеток и межкле-
точного вещества, а также оказывает щадящее воздействие на белковые эпитопы в тканях.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Polyethylene glycol (PEG) is a water-soluble polymer that can be used as tissue embedding medium for 
obtaining histological sections. It has been previously reported, that PEG provides good preservation of tissue morphological 
characteristics comparable to that of epoxy resins, and the resulting slices can be used for immunohistochemical studies. 
Several methods of using PEG in histological studies have been described in literature, but they are disorganized and generally 
difficult to reproduce. 
AIM: To evaluate tissue morphological characteristics and immunoreactivity in histological sections embedded in PEG.
METHODS: We investigated the possibility and results of transferring collectible (archived) samples of murine (Mus musculus) 
and weatherfish (Misgurnus fossilis) embryos through PEG 1000 and PEG 1500, as well as the peculiarities of sectioning, 
sample spreading, mounting on slides, and staining. 
RESULTS: We compared the morphological characteristics of histological sections transferred through and embedded 
in PEG and paraffin wax. The advantages and disadvantages of using PEG for histological embedding were characterized. 
Immunohistochemical staining of sections using specific antibodies combined with chromogenic and fluorescent detection 
systems was performed.
CONCLUSION: It has been demonstrated that PEG provides preservation of structural features of cells and intercellular 
substance, also having a sparing effect on protein epitopes in tissues.
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摘要

论证。聚乙二醇（PEG）是一种水溶性聚合物，可用于浸渍组织和获取组织切片。  之前有报道

称，PEG能很好地保存组织形态特征，与环氧树脂的使用效果相当，而且得到的切片可用于免疫组织

化学研究。现代文献中，介绍了几种将PEG应用于组织学任务的方法，但是，这些方法并不系统，通

常，难以复制。 

研究目的 — 评估聚乙二醇导引后组织切片上的形态特征和组织免疫反应。

材料和方法。研究了在PEG1000和PEG1500中对小鼠（Mus musculus）和泥鳅（Misgurnus Fossilis）

胎儿的收藏（档案）样本进行导引的可能性和结果，以及获取切片、铺展、安装在载玻片上和染色的

特点。       

结果。对聚乙二醇（P E G）和石蜡中浸润的组织学切片进行了形态学特征比较。 

描述了使用PEG作为组织学导引的优缺点。使用特异性抗体结合显色和荧光检测系统对切片进行免

疫组织化学染色。 

结论。已证明，PEG可确保细胞和细胞间物质结构特征的完整性，并对组织中的蛋白质抗原表位予以

温和的作用。 

关键词：聚乙二醇；组织学技术；显微切开术。
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ОБОСНОВАНИЕ
Срезы тканей, залитых в парафин, широко применя-

ются в современных биологических исследованиях и ме-
дицинской диагностике [1]. Несомненным преимуществом 
парафиновых срезов является возможность их исполь-
зования для иммуногистохимического и иммунофлуо-
ресцентного окрашивания, а также для ДНК/РНК гибри-
дизации in situ. То есть, парафиновые срезы позволяют 
сопоставлять морфологические характеристики клеток, их 
генотип и профиль экспрессии генов [2].

В тоже время процедура проводки в парафин сопря-
жена со сжатием тканей в процессе дегидратации [3, 4], 
что изменяет форму клеток и снижает доступность бел-
ковых эпитопов, а также содержание нуклеиновых кис-
лот в них [2, 5]. Деформационные изменения и сжатие 
клеток при проводке в парафин скрывают цитологиче-
ские детали, а также затрудняют локализацию эпитопов 
во внутриклеточных компартментах. Например, в гисто-
логическом атласе The Human Protein Atlas1 для пара-
финовых срезов приведены данные только о ядерной, 
мембранной или цитоплазматической локализации того 
или иного эпитопа в клетках, а более детальная информа-
ция о распределении соответствующей иммунореактивно-
сти в специфических клеточных компартментах доступна 
только для клеточных культур [6]. Для детального ана-
лиза рисунка хроматина, цитоплазматических элементов 
и межклеточных взаимодействий с помощью световой 
микроскопии используются полутонкие срезы тканей 
в акриловых и эпоксидных смолах, обеспечивающих 
превосходную сохранность морфологических характери-
стик клеток, но ограничено пригодных для молекулярно-
биологического анализа. Эталонная иммунореактивность 
белковых эпитопов сохраняется в срезах замороженной 
ткани, но этот вид материала характеризуется существен-
но более низкой сохранностью формы клеток по сравне-
нию с парафинизированной тканью.

Поэтому, несмотря на известные недостатки, примене-
ние парафиновых срезов является единственным подхо-
дом, позволяющим проводить исследования, требующие 
сопоставления морфометрических показателей клеток 
с паттерном экспрессии генов. 

Для проводки и получения срезов тканей перспек-
тивной альтернативной парафину, находящей пока лишь 
узкое применение, может быть полиэтиленгликоль (ПЭГ) 
с молекулярной массой 1000–6000 [7]. Ранее сообщалось, 
что ткани, залитые в ПЭГ, хорошо сохраняю морфологи-
ческие характеристики, а тонкие срезы таких образцов 
пригодны для электронной микроскопии [8]. Для рутин-
ных исследований особый интерес представляют по-
лиэтиленгликоли с молекулярной массой 1000 и 1500. 
По сравнению с парафином такие ПЭГ имеют низкую 

температуру плавления (37–52°C), что минимизирует 
повреждающее воздействие повышенных температур 
на белки и нуклеиновые кислоты [9, 10] и степень сжа-
тия (контракции) тканей в процессе заливки [11]. Кроме 
того, применение ПЭГ исключает необходимость проводки 
тканей в гидрофобных органических растворителях (кси-
лолы/хлороформ), как того требует работа с парафином, 
то есть продолжительность воздействия агрессивной сре-
ды на ткани существенно сокращается. Анализ данных 
литературы показал, что опубликованные методические 
работы по получению срезов тканей, залитых в ПЭГ, и по-
следующему окрашиванию таких срезов носят несистема-
тизированный, а в ряде случаев, противоречивый харак-
тер [7, 9, 12, 13], что свидетельствует о необходимости 
разработки унифицированной методики. 

Цель исследования — проанализировать различные 
аспекты получения и окрашивания срезов эмбрионов 
мыши и личинок вьюна, залитых в ПЭГ, а также детально 
охарактеризовать особенности получаемых препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы эмбрионов мыши и личинок вьюна

В работе использовали архивный материал, взятый 
из предшествующих исследований на мышах. Эмбрионы 
мыши были получены при диссекции беременных самок 
гибридной линии C57Bl/6×CBA на сроке беременности 
19 дней post coitum. Взрослые вьюны были отловлены 
в декабре в реках средней полосы Европейской части Рос-
сии и содержались при температуре 4–6°С. Самцов и самок 
содержали раздельно. Икру получали через 40–42 часа по-
сле введения самкам 100 МЕ хорионического гонадотро-
пина человека (Московский эндокринный завод, Россия). 
Для оплодотворения к икре добавляли суспензию спермы, 
полученную путём диссекции семенников самцов M. fossilis 
в кипячёной воде. Личинок вьюнов содержали при комнат-
ной температуре в отстоянной водопроводной воде. Образ-
цы тканей туловища и головы эмбрионов мышей и целые 
личинки вьюнов фиксировали в 4% формальдегиде в тече-
ние 72–96 часов, промывали в фосфатно-солевом буфере 
(pH=7,4) и хранили в 70% этаноле при +4°С. 

Проводка и получение гистологических срезов
Проводку образцов в парафин осуществляли по стан-

дартному протоколу: образцы последовательно обезво-
живали в 96% этаноле, трёх сменах 99% изопропанола 
и двух сменах ксилола — 1 час каждая смена. Далее 
образцы пропитывали в трёх сменах парафина (Histomix 
Extra, Биовитрум, Россия) при 60°С и заливали в блоки 
в гистологических кассетах. 

Проводку образцов в ПЭГ выполняли по следующему 
протоколу: обезвоживание в 96% этаноле и в трёх сменах 

1 The Human Protein Atlas. Available from: https://www.proteinatlas.org
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99% изопропанола — 1 час каждая смена, пропитка 
в трёх сменах ПЭГ 1000 при 42°С (Acros Organics, США) 
либо ПЭГ 1500 при 55°С (Acros Organics, США). Провод-
ку осуществляли под визуальным контролем. По нашему 
опыту ориентиром для смены ПЭГ может служить оседа-
ние образцов на дно ёмкости с расплавленным ПЭГ. После 
пропитки образцы заливали в блоки в гистологических 
кассетах, которые выдерживали при комнатной темпе-
ратуре вплоть до затвердения ПЭГ в однородную массу. 

Срезы изготавливали на санном микротоме МС-2 
(ООО «Точмедприбор», Россия) и ротационном микротоме 
YD-202 (Jinhua Yidi Medical Appliance, Китай) при установ-
ленной толщине срезов 3–10 мкм, в помещении с контро-
лируемой температурой 20°С.

Парафиновые срезы расправляли на поверхности 
воды (температура 39°С) и монтировали на предметные 
стёкла (Биовитрум, Россия), обработанные 1% раство-
ром 3-аминопропилтриэтоксисилана (Acros Organics, 
США) в ацетоне. ПЭГ-срезы расправляли на адгезивных 
предметных стёклах в каплях дистиллированной воды 
объёмом 50–200 мкл, избыток воды удаляли с помо-
щью автоматического дозатора, после чего стёкла вы-
сушивали при комнатной температуре. Для удаления 
избытка ПЭГ стёкла промывали в 96% этаноле и снова 
высушивали.

Срезы окрашивали растворами гематоксилина и эо-
зина, обезвоживали, просветляли в ксилоле и заключа-
ли под покровные стёкла (Биовитрум, Россия) в среду 
Сytoseal XYL (Thermo Scientific, США).

Иммуногистохимическое 
и иммунофлуоресцентное окрашивание срезов

На срезах тканей, залитых в ПЭГ 1500, сначала про-
водили демаскирование эпитопов, для чего срезы ин-
кубировали в 10 мМ растворе цитрата натрия в течение 
30 мин при 95°С. Неспецифическое связывание антител 
блокировали посредством обработки срезов 10% феталь-
ной бычьей сывороткой (Biosera, Франция) в фосфатно-
солевом буфере (pH=7,4) в течение 15 мин при комнатной 

температуре. Затем срезы инкубировали в течение ночи 
при +4°С с первичными антителами в соответствующем 
разведении (табл. 1). После инкубации срезы трижды 
промывали дистиллированной водой. Неспецифичную 
пероксидазоподобную активность блокировали 0,3% пе-
рекисью водорода в течение 15 мин. Далее срезы инку-
бировали со вторичными антителами в течение 1 часа 
при комнатной температуре. Для детекции связывания 
антител использовали две системы: хромогенную — сре-
зы последовательно инкубировали с конъюгатом перок-
сидазы со стрептавидином (разведение 1:1000; Roche, 
Швейцария, каталожный номер 11089153001), а затем 
с субстратом (0,05% 3,3’-диаминобензидин, DAB; Sigma-
Aldrich, Германия), время инкубации 5–10 мин, появление 
неспецифичного фона контролировали под микроскопом; 
иммунофлуоресцентную — срезы инкубировали с ти-
рамидом тетраметилродамина (5 мкг/мл) в фосфатно-
солевом буфере с добавлением 0,015% H2O2 в течение 
15 мин. Тирамидный субстрат получали из активирован-
ного N-гидроксисукцинимидного эфира тетраметилрода-
мина (Lumiprobe, Россия) по стандартной методике [14]. 
Альтернативно, срезы последовательно инкубировали 
с конъюгатом щелочной фосфатазы (разведение 1:1000; 
Millipore, Германия, каталожный номер S2890) и субстра-
том Sigmafast BCIP/NBT (Nitro blue tetrazolium/ 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate; Sigma-Aldrich, Германия).

Микроскопия
Съёмку в проходящем свете проводили на световом ми-

кроскопе Leica DM 2500 (Leica, Германия) с использованием 
объективов ×10 и ×40 и 16 мП камеры U3ISPM16000KPA 
(ToupTek, Китай) с сенсором 1/2.3”. Съёмку в отражённом 
свете проводили на микроскопе Zeiss AxioObserver (Carl 
Zeiss, Германия), оснащённом 13 мП камерой AxioCam HRс 
(Carl Zeiss, Германия) с сенсором 2/3”. 

Для проведения сравнительного исследования срезов 
после заливки тканей в ПЭГ и парафин при съёмке ис-
пользовали идентичные настройки — апертуру конден-
сора микроскопа, баланс белого и экспозицию камеры.

Таблица 1. Антитела и ферменты, использованные в работе
Table 1. Antibodies and enzymes used in this study

Наименование Хозяин Разведение Производитель Каталожный номер
2А субъединица NMDA-рецепторов (GlunN2A) кролик 1:350 Sigma SAB2100974
Нестин мышь 1:750 Millipore MAB5326
Тирозингидроксилаза мышь 1:1000 Thermo Fisher МА1-24654
Ki67 кролик 1:200 Abcam ab15580
Пан-цитокератин кролик 1:200 Abcam Ab217916
Маркер зрелых нейронов NeuN (Neuronal Nuclei) мышь 1:1000 Millipore MAB377
Иммуноглобулин G мыши коза 1:100 Имтек GAM Iss
Иммуноглобулин G кролика коза 1:100 Имтек GAR Iss
Стрептавидин-пероксидаза - 1:1000 Roche 11089153001
Стрептавидин-щелочная фосфтаза - 1:1000 Millipore S2890
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проводка

Проводку тканей в ПЭГ можно осуществлять с ис-
пользованием градиента восходящих концентраций ПЭГ 
в воде, минуя процедуру обезвоживания в спиртах. Од-
нако мы установили, что при такой схеме проводки ткани 
значительно сокращаются, теряя до 40% своего исход-
ного объёма, что согласуется с опубликованными ранее 
данными [9]. Обезвоживание тканей в нескольких сменах 
изопропилового спирта перед проводкой в ПЭГ, напро-
тив, обеспечивает их минимальную контракцию. В целом, 
использование ПЭГ 1000 является более предпочтитель-
ным в связи с более низкой температурой плавления 
(35–40°C согласно инструкции производителя), что делает 
условия проводки максимально щадящими. Недостатком 
ПЭГ 1000 является низкая твёрдость, не позволяющая по-
лучать срезы тоньше 7–8 мкм без компрессии в процессе 
нарезки при комнатной температуре (21–24°С). Кроме 
того, ПЭГ 1000 отчётливо гигроскопичен, что делает не-
обходимым хранение залитых блоков с тканью в закры-
тых контейнерах и лишает возможности получать срезы 
при влажности окружающей среды более 30%. ПЭГ 1500 
более твёрдый по сравнению с ПЭГ 1000 и позволяет полу-
чать срезы толщиной 2–3 мкм без заметной компрессии, 
но проводка происходит при температуре более 48°С, так 
как температура плавления ПЭГ 1500 составляет 44–48°С. 

Как правило, трёх смен ПЭГ по 1–2 часа каждая, до-
статочно для эффективной пропитки любого фрагмента 
тканей толщиной не более 3 мм. Таким образом, провод-
ка в ПЭГ имеет сопоставимую скорость пропитки средой 
при более низкой температуре по сравнению с проводкой 
в парафин. Применение такой схемы проводки не требует 
оптимизации под размер образца, поскольку, в отличие 
от парафина, не приводит к пересушиванию тканей. 

Получение срезов тканей, залитых в ПЭГ, и их 
прикрепление на предметные стёкла 

Срезы из блоков с тканью, пропитанной ПЭГ 1000 
или парафином, изготавливали одинаково, с использо-
ванием санного и ротационного микротомов и одноразо-
вых лезвий. Для резки блоков ПЭГ 1500 предпочтительно 
применение многоразовых ножей. При этом, возможно 
получать как одиночные, так и серийные срезы. Однако 
ПЭГ мгновенно растворяется при контакте с водой, из-за 
чего серийные срезы теряют исходный порядок и про-
странственную ориентацию в процессе расправления. Это 
делает невозможной наклейку лент срезов на стёкла, по-
этому при использовании ПЭГ для заливки тканей необхо-
димо учитывать возможность получения для дальнейшей 
работы только одиночных срезов.

Мы опробовали различные условия расправления ПЭГ-
срезов и установили, что если их помещать на поверхность 
большого объёма жидкости [15], то ПЭГ-окантовка рас-
творяется и срезы трудно переносить на стёкла. Кроме 

того, при помещении на поверхность воды или растворов 
поверхностно-активных веществ ПЭГ-срезы имеют тен-
денцию к активному перемещению под действием по-
верхностного натяжения жидкости. Предложенные в пре-
дыдущих работах подходы для расправления ПЭГ-срезов 
трудоёмки и неэффективны [12, 13]. Попадание между 
стеклом и срезом глицерина, поверхностно-активных ве-
ществ или сахарозы, которые рекомендованы рядом авто-
ров для более плавного расправления тканей [9], в наших 
экспериментах препятствовало надёжному прикреплению. 
Попытки сухого монтирования ПЭГ срезов на стёкла, на-
гретые до 55°С, не дали удовлетворительного результата 
из-за сморщивания ткани. Оптимальным оказалось поме-
щение срезов в капли воды объёмом 50–200 мкл (в зави-
симости от площади среза), непосредственно нанесённые 
на предметные стёкла. Такой подход обеспечивает полное 
и равномерное расправление и прочное сцепление срезов 
с поверхностью стекла после высушивания жидкости. Ре-
зультат можно дополнительно улучшить, если устранить 
следы ПЭГ кратковременным (30–40 с) помещением вы-
сушенных стёкол со срезами в 96% этанол и последующим 
повторным высушиванием. Для всех видов окрашивания 
предпочтительно использование адгезивных стёкол, по-
крытых поли-D- лизином или 3-аминопропилтриэтокси-
силаном. Следует отметить, что процедура монтирования 
в описанном варианте требует минимальных временных 
затрат. Описанный метод подходит для изготовления сре-
зов эмбрионов (Mus musclulus и Misgurnus fossilis) и ор-
ганов взрослых мышей (головного мозга, миокарда, пе-
чени, кожных покровов, скелетной мускулатуры и других) 
и человека (метод успешно применялся для срезов аорты, 
артерий и вен). 

Окрашивание ПЭГ-срезов традиционными 
красителями

Окрашивание гематоксилином и эозином срезов тка-
ней, фиксированных в 4% нейтральном забуференном 
формалине и залитых в ПЭГ, даёт ожидаемый резуль-
тат — отчётливый контраст между ядрами клеток и ци-
топлазматическими структурами. Для более детального 
анализа формы ядер и рисунка хроматина, особенно в ба-
зофильных клетках, хорошие результаты продемонстри-
ровал метод окрашивания ДНК по Фельгену с реагентом 
Шиффа, полученным из основного фуксина, и контрасти-
рованием прочным зелёным. Применение трехромных ме-
тодов окрашивания на ПЭГ-срезах, напротив, затруднено 
из-за низкого сродства к кислому фуксину, оранжевому G 
и альциановому синему (pH=2). 

Сравнение морфологических характеристик 
на срезах тканей, залитых в ПЭГ и парафин

Обнаруженный в пилотном эксперименте детали-
зованный рисунок хроматина на срезах тканей, зали-
тых в ПЭГ, особенно заметен в мелких клетках, таких 
как фетальные фибробласты дермы, а также дорсальные 
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нейроны спинного и головного мозга мыши. Результаты 
более подробного исследования морфологических харак-
теристик клеток представлены на рис. 1. 

Нами обнаружено большое количество разли-
чий между парафиновыми срезами, и срезами тканей, 

пропитанных ПЭГ. Так, кератиноциты базального и ши-
поватого слоёв эпидермиса на парафиновых срезах име-
ют перинуклеарные полости, обусловленные глубокой 
экстракцией липидов мембран и неодинаковым коэф-
фициентом сжатия нуклеоплазмы и цитоплазмы в ходе 

Рис. 1. Срезы эмбрионов мыши (19-й день внутриутробного развития). Левый столбец — проводка образца в полиэтиленгликоль; 
правый столбец — проводка образца в парафин; a1, a2, b1, b2 — эпидермис и дерма. SC — stratum corneum, роговой слой эпи-
дермиса; SS — stratum spinosum, шиповатый слой эпидермис; SB — stratum basale, базальный слой эпидермиса; D — dermis, 
дерма; FP — folliculus pili, волосяная луковица; TM — textus muscularis, мышечная ткань. c1, c2 — мышечная ткань, musculus 
erector spinae; d1, d2 — ткань лёгкого. Масштабная шкала: a, b — 100 мкм; c,d — 20 мкм. Съёмка всех микрофотографий вы-
полнена при одинаковых настройках микроскопа и камеры.
Fig. 1. Sections of murine embryos (day 19 of intrauterine development): Left column specimen transfer through polyethylene glycol; 
Right column specimen transfer through paraffin wax; a1,2,b1,b2, epidermis and dermis. SC, stratum corneum; SS, stratum spinosum; SB, 
stratum basale; D, dermis; FP, folliculus pili, hair follicle; TM, textus muscularis, muscle tissue. c1, c2, muscle tissue, musculus erector 
spinae; d1, d2, lung tissue. Scale: a, b, 100 µm; c–d, 20 µm. All microphotographs were taken with the same microscope and camera 
settings.
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проводки (рис 1, a2, b2). Этот общеизвестный артефакт, 
часто встречающийся на парафиновых срезах, отсутствует 
в клетках при проводке в ПЭГ (рис. 1, a1, b1). На парафи-
новых срезах цитоплазма фибробластов в дерме имеет 
сжатый фибриллярный вид, тогда как при заливке в ПЭГ 
цитоплазма выглядит более однородной. На парафиновых 
срезах фибробласты дермы легче идентифицировать из-
за их деформации и отчётливо выраженного сокращения 
объёма. Коллагеновые волокна межклеточного матрик-
са дермы лучше сохранены в ПЭГ (рис. 1, a1, b1). Форма 
эпидермальных клеток на ПЭГ-срезах, в целом, более 
размыта, но при этом клетки характеризуются большей 
площадью ядер и более низким уровнем конденсации 
хроматина. 

На срезах мышечной ткани (рис. 1, c1, c2) пучки со-
кратительных элементов видны более отчётливо на па-
рафиновых срезах. Это связано с большей конденсацией 
цитоплазмы и компрессией ядер, что, однако, отражается 
на общем размере мышечных клеток. На ПЭГ-срезах хро-
матин в ядрах мышечных клеток распределён равномер-
но, тогда как на парафиновых повсеместно наблюдается 
агрегация хроматина по периферии ядер — пристеноч-
ный гиперхроматоз. 

Парафиновые срезы лёгких характеризуются значи-
тельно большей резкостью, но одновременно и большей 
степенью контракции клеток и конденсации хроматина 
(рис. 1, d1, d2). Эпителиоциты лёгких на ПЭГ-срезах от-
личаются отсутствием пристеночного гиперхроматоза 
и околоядерных полостей в цитоплазме. 

Можно заключить, что описанные различия парафи-
новых и ПЭГ-срезов являются общими для разных типов 
тканей. Конденсация хроматина и цитоплазматических 
элементов при заливке в парафин способствует большей 
чёткости клеток, что облегчает их идентификацию, осо-
бенно при работе на малом увеличении. Однако это до-
стигается ценой существенной компрессии клеток. Несо-
мненно, перераспределение хроматина к периферии ядер 
на парафиновых срезах и появление околоядерных по-
лостей являются артефактами, поскольку они отсутствуют 
на вибратомных срезах, фиксированных в тех же условиях 
(данные не приведены). 

В связи с преобладанием активно пролиферирующих 
клеток и клеток на ранних стадиях дифференцировки, 
на срезах тканей ранних личинок вьюна ядра характери-
зуются отсутствием отчётливых хроматиновых и гетерох-
роматиновых зон (рис. 2). Как и в случае с эмбрионами 
мыши, между срезами тканей, залитых в ПЭГ и парафин, 
не наблюдается различий в характерном рисунке хрома-
тина в ядрах. На срезах нервной трубки (рис. 2,  a2, b2) 
заметно различается площадь клеток, которые претер-
певают существенную контракцию в процессе проводки 
в парафин. На парафиновых срезах дорсальной мускула-
туры дифференцированные миоциты имеют характерную 
многоугольную форму, а на ПЭГ-срезах эти клетки вы-
глядят более округлыми. Пролиферирующие дорсальные 

миобласты (рис. 2,  a3, b3) заметно более базофильные 
на ПЭГ-срезах и имеют более детальные цитологические 
характеристики. Различаются также размеры мелано-
цитов, которые на парафиновых срезах имеют меньшую 
площадь и значительно менее детализированные очер-
тания цитоплазмы.

Кератиноциты однослойного эпителия кожи личинок 
вьюна на ПЭГ-срезах характеризуются более детализи-
рованной формой ядер и большей площадью, а в цито-
плазме кератиноцитов лучше различимы фибриллярные 
структуры.

Суммируя полученные результаты, можно отметить, 
что проводка в ПЭГ лучше сохраняет цитологические де-
тали в различных эмбриональных органах, обеспечивая 
более информативную картину при работе на больших 
увеличениях. Проводка в парафин позволяет сохранить 
чёткую форму клеток, что облегчает их идентификацию 
на срезах при работе на малом увеличении, но при этом 
происходит сокращение объёма клеток и утрата мелких 
структур цитоплазмы. 

Иммуногистохимические и 
иммунофлуоресцентные реакции на срезах 
тканей, залитых в ПЭГ

Окрашивание ПЭГ-срезов с помощью первичных 
антител, пригодных для обнаружения фиксированных 
эпитопов, даёт стабильные положительные результаты 
как при использовании хромогенной, так и флуорес-
центной детекции. Нами протестированы две систе-
мы для хромогенной детекции — пероксидаза–DAB 
и щелочная фосфатаза–NBT/BCIP и две для флуоресцент-
ной — пероксидаза–флуоресцентные тирамиды и раз-
работанная нами модификация метода «Click-TSA» [14]. 
Примечательно, что срезы тканей, залитых в ПЭГ 1000, 
проявляют высокую иммунореактивность без демаскиро-
вания антигенов (рис. 3, a–c), в то время как при заливке 
в ПЭГ 1500, имеющий более высокую температуру плав-
ления, для большинства антител требуется нагревание 
срезов в буферном растворе (рис. 3, d–f). Демаскирование 
ПЭГ-срезов осуществляли при 90°С в течение 15–30 мин. 
При использовании антител к промежуточным филамен-
там (нестин, глиальный фибриллярный кислый белок, 
цитокератины) более жёсткие условия демаскирования, 
как правило, способствуют визуализации максимального 
числа иммунопозитивных элементов.

Таким образом, проводка в ПЭГ обеспечивает возмож-
ность иммуногистохимического выявления мембранных 
(рис. 3, a), цитоплазматических (рис. 3, d) и ядерных эпи-
топов (рис. 3, c, e) с равной эффективностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Уровень детализации клеточных структур име-

ет большое значение для информативности гистоло-
гических препаратов. Этот уровень всецело зависит 
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Рис. 2. Cрезы личинок вьюна (96 часов развития): a1–a3 — проводка образца в полиэтиленгликоль; b1–b3 — проводка об-
разца в парафин. Окраска гематоксилином и эозином; меланоциты, содержащие эндогенные пигменты, имеют коричневый цвет. 
a1, b1 — общий вид; CD — chorda dorsalis, хорда; TN — tubus neuralis, нервная трубка; PD — pinna dorsalis, спинной плавник; 
TM — textus muscularis, мышечная ткань. b1, b2 — нервная трубка, увеличенное изображение, представлены пролиферирующие 
нейрональные предшественники вдоль центрального канала и мигрирующие пост-митотические нейроны. a3, b3 — дорсальная 
скелетная мускулатура, представлены миобласты и дифференцированные пост-митотические поперечнополосатые мышечные 
клетки, расположенные вентрально. Масштабная шкала: a1, b1 — 50 мкм; a2, a3, b2, b3 — 10 мкм.
Fig. 2. Sections of weatherfish larvae (96 hours of development): a1–a3, specimen transfer through polyethylene glycol; b1–b3, specimen 
transfer through paraffin wax. Hematoxylin and eosin staining; melanocytes containing endogenous pigments are brown-colored. a1, b1, 
general view; CD, chorda dorsalis, chord; TN, tubus neuralis, neural tube; PD, pinna dorsalis, dorsal fin; TM, textus muscularis, muscle 
tissue. b1, b2, neural tube, magnified image, proliferating neural precursors along the central canal and migrating post-mitotic neurons. 
a3, b3, dorsal skeletal muscle, myoblasts and differentiated post-mitotic transverse striated muscle cells located ventrally. Scale: a1, 
b1, 50 µm; a2, a3, b2, b3, 10 µm.

от степени сохранности нативной формы тканей, кото-
рые неизбежно претерпевают деформационные измене-
ния в процессе фиксации и проводки в гистологическую 
среду. В настоящее время парафин остаётся безальтер-
нативным вариантом, обеспечивающим одновременно 
хорошую морфологическую сохранность тканей и воз-
можность проведения иммуногистохимического и имму-
нофлуоресцентного анализов. 

Представленные результаты свидетельствуют о том, 
что заливка тканей в ПЭГ 1000 и ПЭГ 1500 также позво-
ляет получать срезы высокого качества, характеризую-
щиеся низкой степенью компрессии клеток и высокой 
иммунореактивностью. На таких срезах хорошо сохраня-
ются нативные морфологические характеристики клеток, 

что проиллюстрировано нами на примере эмбриональных 
тканей мыши и вьюна. Преимущества проводки в ПЭГ 
по сравнению с парафином наиболее отчётливо проявля-
ются при работе с большими (×400–1000) увеличениями 
микроскопа при изучении цитологических характеристик 
клеток. Ткани, залитые в ПЭГ, обладают более высокой 
детализацией цитоплазматических структур, общей фор-
мы клеток и рисунка хроматина на срезах тканей мыши. 
На срезах личинок вьюна, заключённых в ПЭГ и парафин, 
не наблюдается характерных различий в рисунке хрома-
тина в ядрах, что может объясняться стадией развития 
(96 ч) или видоспецифичными особенностями. 

Описанные свойства ПЭГ, несомненно, открывают до-
полнительные возможности для более точного анализа 
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внутриклеточной локализации отдельных белков и нукле-
иновых кислот на гистологических срезах.

По сравнению с парафином, ПЭГ выгодно отлича-
ется отсутствием необходимости просветления образ-
цов в неполярных органических растворителях, а также 
низкой температурой плавления, что уменьшает риск 

маскирования антигенов. Кроме того, нет необходимости 
в длительной сушке ПЭГ-срезов для обеспечения их ад-
гезии к поверхности стекла, в отличие от парафиновых 
срезов. Описанные процедуры проводки и окрашивания 
были опробованы нами на различных тканях с хорошей 
воспроизводимостью. 

Рис. 3. Срезы головы эмбриона мыши (19-й день внутриутробного развития), иммуногистохимическое окрашивание после проводки 
тканей в полиэтиленгликоль: a, b — детекция с помощью щелочной фосфатазы и хромогенного субстрата NBT/BCIP (Nitro blue 
tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) без контрастирования ядер; c–e — детекция с помощью пероксидазы и хро-
могенного субстрата DAB (3,3’-Diaminobenzidine), контрастирование гематоксилином; f — иммунофлуоресцентное окрашивание 
с помощью пероксидазы и тирамида-родамина, контрастирование ядер флуоресцентным красителем DAPI (4’,6-диамидино-2-
фенилиндол). a — GRIN2А (Glutamate Ionotropic Receptor NMDA Type Subunit 2A) субъединица NMDA (N-Methyl-D-Aspartate receptor) 
рецептора в эмбриональной коре, интенсивная иммунореактивность в дифференцирующихся нейронах кортикальной пластинки, 
умеренное окрашивание радиальных глиальных клеток субвентрикулярной зоны, на вставке представлен вид среза на малом уве-
личении. b — тирозингидроксилаза, популяция катехоламинергических нейронов крыши среднего мозга в области Сильвиева во-
допровода, на вставке представлен вид среза на малом увеличении. c — NeuN/Rbfox-3, нейрон-специфичный РНК-связывающий 
ядерный белок; окрашиваются пост-митотические нейроны, мигрировавшие радиально от пролиферативной субвентрикулярной 
зоны к обонятельной луковице. d — пан-цитокератин, дифференцированные кератиноциты над базальным слоем кожной эпидер-
мы. e — Ki67 в коже дорсальной поверхности головы эмбриона, окрашиваются митотические клетки — кератиноциты базального 
слоя эпидермы и дермальные фибробласты. f — нестин, маркер нейрональных стволовых клеток, экспрессия в коре больших полу-
шарий. LC — lamina cerebralis, кортикальная пластинка; ZS — zona subventricularis, субвентрикулярная зона; T — telencephalon; 
BO — bulbus olfactorius, обонятельная луковица; Aq — aqueduct cerebri, водопровод среднего мозга; VL — ventriculus lateralis, 
желудочек переднего мозга. Масштабная шкала: a, c — 100 мкм; b, d–f — 50 мкм; на вставках — 500 мкм. 
Fig. 3. Sections of murine embryo head (day 19 of intrauterine development), immunohistochemical staining after tissue transfer 
through polyethylene glycol: a, b, detection with alkaline phosphatase and chromogenic substrate NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium/ 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) without contrasting cell nuclei; c–e, detection with peroxidase and chromogenic substrate 
DAB (3,3’-Diaminobenzidine), contrasting with hematoxylin; f, immunofluorescence staining with peroxidase and tyramide-rhodamine, 
contrasting nuclei with fluorescent dye DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). a, GRIN2A (Glutamate Ionotropic Receptor NMDA Type 
Subunit 2A) subunit of NMDA-receptor (N-Methyl-D-Aspartate receptor) in embryonic cortex, intense immunoreactivity in differentiating 
cortical lamina neurons, moderate staining of radial glial cells of the subventricular zone, the inset shows a slice view at low magnification. 
b, tyrosine hydroxylase, population of catecholaminergic neurons of the midbrain tegmentum in the region of the cerebral aqueduct, 
the inset shows a slice view at low magnification. c, NeuN/Rbfox-3, neuron-specific RNA-binding nuclear protein; staining of post-
mitotic neurons that migrated radially from the proliferative subventricular zone to the olfactory bulb. d, pan-cytokeratin, differentiated 
keratinocytes over the basal layer of the epidermis. e, Ki67 in the skin of the dorsal surface of the embryonic head; stained mitotic cells 
are keratinocytes of the basal layer of the epidermis and dermal fibroblasts. f, nestin, marker of neural stem cells, expression in the cortex 
of the cerebral hemispheres. LC, lamina cerebralis, cortical plate; ZS, zona subventricularis, subventricular zone; T, telencephalon; BO, 
bulbus olfactorius, olfactory bulb; Aq, aqueduct cerebri, cerebral aqueduct; VL, ventriculus lateralis, lateral ventricle. Scale: a, c, 100 µm; 
b, d–f, 50 µm; on insets, 500 µm. 

a

d

b

e

c

f

DOI: https://doi.org/10.17816/morph.639964

https://doi.org/10.17816/morph.639964


69
MorphologyORIGINAL STUDY ARTICLES Vol. 163 (1) 2025

Резюмируя полученные результаты, можно заключить, 
что применение ПЭГ в качестве гистологической среды 
для пропитки образцов является ценным дополнением 
к арсеналу инструментов, используемых в современных 
гистологических и эмбриологических исследованиях.
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