МИКРОВОЛНОВАЯ ПРОЦЕДУРА ДЛЯ РТ/РМ КИСЛОГО ГЕМАТОКСИЛИНА ФОСФОРНОВОЛЬФРАМОВОКИСЛЫЙ ГЕМАТОКСИЛИН (РТАН).

ПРИНЦИП: очень «специфическая» формула гематоксилина, способная окрасить и ядра и характерные скелетные мышечные волокна, а также соединительнотканные компоненты. Она требует фиксации в Zenker в идеале (или в некоторых ртутьсодержащих фиксаторах) или альтернативного шага протравы, если фиксация была в формалине.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ: главным образом для скелетной (сердечной) мышц, но может быть полезной и для других компонентов тканей, например, для глиальных волокон.

КОНТРОЛЬ: любой кусочек скелетной мускулатуры (язык также очень хороший контроль).

РАСТВОРЫ:

1 раствор А:
5% ХЛОРИД ЦИНКА

Хлорид цинка
25 г


Дистиллированная вода
500 мл

2 раствор В:
0.25% КАЛИЯ ПЕРМАНГАНАТ

Калия перманганат
1 г
0.25 г

Дистиллированная вода
400 мл
100 мл
3 раствор С:
5% ЩАВЕЛЕВАЯ КИСЛОТА

Щавлевая кислота
25 г
5 г

Дистиллированная вода
500 мл
100 мл
4 раствор D:
5% ЖЕЛЕЗНЫЕ КВАСЦЫ

Железные (ферри) квасцы
25 мг
5 г

Дистиллированная вода
500 мл
100 мл
5 раствор E:
2% ФОСФОРНОМОЛИБДЕНОВАЯ КИСЛОТА

ФМК
2 г
0.02 г

Дистиллированная вода
100 мл
1 мл
6 раствор F:
5% КАЛИЯ ПЕРМНАГАНАТ

Калия перманганат
5 г
0.5 г

Дистиллированная вода
100 мл
10 мл
7 ФОСФОРНОВОЛЬФРАМОВОКИСЛЫЙ ГЕМАТОКСИЛИН:
А- растворить 0.5 г гематоксилина (при слабом подогревании) в 250 мл дистиллированной воды.

В- растворить 10 г ФОСФОРНОВОЛЬФРАМОВОЙ КИСЛОТЫ в 250 мл ДИСТИЛЛИРОВАННОЙ ВОДЫ.

С- смешать оба раствора, когда все растворы полностью растворятся.

8- ФОСФОРНОВОЛЬФРАМОВО/ФОСФОРНОМОЛИБДЕНОВОКИСЛЫЙ ГЕМАТОКСИЛИН:
Добавить к предыдущим 500 мл смеси фосфорновльфрамовокислого гематоксилина следующее:

А- 3.5 мл «раствора F» (т.е. 5% водного раствора калия перманганата). ХОРОШО ПЕРЕМЕШАТЬ!

В- когда перемешается, добавить 1 мл «раствора Е» (т.е. 2% водного раствора фосфорномолибденовой кислоты). ХОРОШО ПЕРЕМЕШАТЬ!

ПОДПИСАТЬ КАК: РТ/РМ КИСЛЫЙ ГЕМАТОКСИЛИН.

МИКРОВОЛНОВАЯ ПРОЦЕДУРА (ВСЕ МВ ЭТАПЫ ПРИ 480 ВАТТ)
1. Депарафинировать и обезводить как обычно.

2. Облучать микроволнами 35 секунд (4 Ккал) в растворе «А» (хлористый цинк) и оставить стекла в этом горячем растворе на 1 минуту.

3. Поместить стекла в проточную воду на 1 минуту.

4. Облучать микроволнами 20 секунд (3.5 Ккал) в растворе «В» (калия перманганат) и оставить в этом растворе на 5 минут.

5. Промыть стекла в 3 сменах дистиллированной воды.

6. Добавить раствор «С» до тех пор, пока все срезы не обесцветятся.

7. Облучать микроволнами 20 секунд (3.5 Ккал) в растворе «D» (железные квасцы) и оставить в этом растворе на 1 минуту.

8. Повторить этап 7 (еще 20 секунд микроволн и оставить еще на 1 минуту).

9. Промыть стекла в проточной воде 3 минуты.

10. Поместить стека в РТ/РМ КИСЛЫЙ ГЕМАТОКСИЛИН и облучать микроволнами 30 секунд (3.4 Ккал). Поместить стекла в водяную баню при 60оС и оставить их там на 1 минуту.

11. Обезводить в 2 сменах 95% этанола.

12. Обезводить в 2 сменах абсолютного этанола.

13. Просветлить в 2 сменах ксилола и заключить как обычно.

РЕЗУЛЬТАТЫ:

Ядра и волокна скелетной мышцы темно-синие, другие компоненты в нескольких оттенках розового.
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ЗАМЕЧАНИЯ:

1. Вместо хлористого цинка можно использовать 5% бихромат калия при 60оС 30 минут. (Buesa, histonet).

2. 
