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процесів, які відбуваються в живих організмах, та вимагають якісних змін у підготовці медиків. Науково-

практична інтернет-конференція «Розвиток природничих наук як основа новітніх досягнень у медицині» 
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розвитку медицини як галузі знань. 
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Анотація. У статті відображено суть методів оптичної і електронної мікроскопії для 

проведення наукових досліджень при вивченні структурних одиниць живих організмів у 

нормі та патології та їх використання при вивченні гістології. Такі знання мають практичне 

значення, оскільки допомагають практикуючим лікарям аналізувати особливості 

метаболічних процесів, які відбуваються у клітинах, тканинах та органах і викликають 

порушення гомеостазу організму при розвитку патологічних процесів. 

Ключові слова.  Оптична мікроскопія, електронна мікроскопія, гістологічні дослідження. 

У даний час широкого застосування набули морфофункціональні методи досліджень. 

Вони застосовуються не тільки у науково-дослідній роботі, а й у практичній діяльності 

спеціалістів гуманної та ветеринарної медицини, в сфері біотехнологій [1]. Ці методи також 

використовують у навчальній роботі при вивченні гістології – дисципліни, що покликана 

дати студентам чітке уявлення про загальну методологію наукових досліджень, історію 

досліджень клітин та сучасні методи вивчення клітин. 

Інтерес до цих методів обумовлений тим, що з їх допомогою отримують знання про 

будову і функції організму людини і тварин на різних рівнях його структурної організації як 
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в нормі, так і при патології. Ці знання дають змогу практичним лікарям аналізувати 

особливості метаболічних процесів, які відбуваються у клітинах, тканинах та органах і 

призводять до порушення гомеостазу організму при патології. Вирішальне значення вони 

мають для постановки і уточнення діагнозу та розробки тактики лікування хворих. Для 

ефективного використання морфофункціональних методів і одержання за їх допомогою 

достовірних результатів, спеціалістам необхідні не тільки дані про різні методи та їх 

можливості, а й знання методик їх практичного використання. 

 Для вивчення будови клітин виготовляють гістологічні препарати, які досліджують за 

допомогою оптичного (світлового) мікроскопа. Сучасні оптичні мікроскопи дають 

можливість отримати збільшене зображення об’єкта у 2000—2500 разів. 

Гістологічні методи досліджень з використанням оптичної мікроскопії, залежно від 

стану об’єкта поділяють на поствітальні і вітальні. Найбільш поширеними є поствітальні 

(посмертні) методи гістологічних досліджень. Саме вони передбачають виготовлення 

постійних гістологічних препаратів і формують основу класичних гістологічних методів 

дослідження. Окрім класичних гістологічних методів використовуються спеціальні методи 

світлової мікроскопії, а саме: фазово-контрастну мікроскопію та її різновидність – метод 

«аноптрального» контрасту, флуоресцентну мікроскопію, ультрафіолетову мікроскопію, 

метод темного поля, конфокальну мікроскопію, цитоспектрофотометричний і 

авторадіографічний методи і прямі та непрямі імуногістохімічні методи.  

Коротко охарактеризуємо їх.  

Фазово-контрастна мікроскопія дозволяє вивчати прозорі безбарвні об’єкти, зокрема 

живі клітини і тканини без їх попереднього фарбування. Світло від джерела поділяється на 

два когерентні світлові промені, які проходять різні оптичні шляхи. Різниця ходу буде 

залежати від товщини досліджуваного зразка і швидкості світла в ньому. Зображення 

формується у фокальній площині, де відбувається інтерференція опорного і предметного 

променів, яка гасить їх. Зміна довжини оптичного шляху відбувається за допомогою фазової 

пластинки, що розташована на фазовому кільці. Навіть при невеликих змінах показника 

заломлення в структурі досліджуваного зразка виникає зміна фаз, яка невидима для ока, але 

призводить до виникнення, так званого, фазового рельєфу. Ця зміна фаз викликає зміну 

амплітуди світлової хвилі, тобто яскравості, виникає «амплітудний рельєф», що 

сприймається оком дослідника.  
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Цим методом отримують чорно-біле зображення, щільність окремих ділянок якого 

залежить від величини добутку товщини об’єкта на різницю у показниках заломлення світла 

в зразку і оточуючому середовищі. 

Флуоресцентна мікроскопія (люмінесцентна мікроскопія). Флуоресценція — це 

світіння об’єкта, викликане дією випромінювання оптичного діапазону – видимого та 

ультрафіолетового (спонтанна або власна флуоресценція). Дія випромінювання викликає 

збудження атомів і молекул досліджуваного об’єкта. При їх переході у незбуджений стан 

спостерігається випромінювання квантів світла у видимому діапазоні. Згідно з законом 

Стокса випромінюються кванти більшої довжини хвилі (меншої частоти) ніж ті, що 

поглинаються. У флуоресцентному мікроскопі аналізується випромінювання досліджуваного 

зразка, при цьому відбувається фільтрування спектру випромінювання від довжин хвиль 

збуджуючого світла.  

 При наведеній флуоресценції використовуються спеціальні барвники для фарбування 

клітин – флуорохроми. Завдяки флуорохромам, які взаємодіють з певними елементами 

клітини виникає специфічне світіння окремих клітинних структур. Для прикладу  

флуорохром акридиновий оранжевий при взаємодії з ДНК дає зелене світіння після 

опромінення ультрафіолетом, а з РНК — червоне. 

 Метод флуоресцентної мікроскопії має високу чутливість, є приблизно у 1000 разів 

чутливішим за адсорбційні методи. Об’єкт, який флуоресціює на темному полі є зручним для 

виявлення і підрахунку маленьких часток і мікроорганізмів. Кольорове зображення чітке і 

контрастне. Метод високо специфічний, простий у підготовці зразків, зручний при 

проведенні кількісних досліджень і економічно вигідний у більшості випадків.  

Ультрафіолетова мікроскопія – метод вивчення клітин за допомогою спеціальних 

мікроскопів, в яких для освітлення об’єкта використовують ультрафіолетові промені в 

діапазоні довжин хвиль 210-275 нм. Такі мікроскопи мають більшу роздільну здатність у 

порівнянні зі звичайними світловими мікроскопами. Вони оснащені електронно-оптичним 

перетворювачем, який захищає орган зору від дії ультрафіолетового випромінювання. Метод 

дозволяє вивчати хімічний склад гістологічних структур. Отримане зображення реєструється 

на фотоплівці або люмінесцентному екрані, оскільки око не сприймає ультрафіолетове 

випромінювання.  

При використанні методу темного поля контрастність зображення збільшується за 

рахунок реєстрації тільки розсіяного досліджуваним зразком світла. У цьому випадку стають 

помітними навіть невеликі відмінності у заломлюючій здатності структур зразка. Цього 
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досягають внаслідок освітлення препарату порожнистим світловим конусом, апертура якого 

більша, ніж апертура об’єктива. При цьому вхідний отвір мікрооб’єктива потрапляє в 

ділянку геометричної тіні і світло, що пройшло без заломлення не потрапляє в об’єктив. 

Особливістю мікроскопа темного поля є освітлення досліджуваного зразка збоку, тому й 

неоднорідності зразка розсіюють світло і зображення спостерігають у розсіяному світлі. Цей 

метод, зокрема, є важливим при вивченні колоїдів клітини. 

Поляризаційна мікроскопія застосовується для вивчення архітектоніки гістологічних 

структур, наприклад, колагенового волокна. Поляризаційний мікроскоп має дві призми, які 

дозволяють досліджувати зразки у поляризованому світлі. В напрямку оптичної осі 

мікроскопа світло за допомогою поляризатора – призми Ніколя - спочатку поляризується в 

одній площині, а потім, після проходження через досліджуваний зразок за допомогою 

аналізатора може бути поляризоване в перпендикулярній площині. В результаті досягається 

поява інтерференційного зображення м’язів, яке залежить від їх оптичних властивостей.  

Конфокальна мікроскопія є сучасним методом, що використовує у якості освітлювача 

лазерний промінь, який послідовно сканує всю товщину досліджуваного зразка. В основі 

конфокального мікроскопа лежить люмінесцентний мікроскоп. Оскільки в певний момент 

часу лише невелика ділянка зразка освітлюється точковим джерелом світла, то для 

отримання двохвимірного чи трьохвимірного зображення проводиться растрове сканування 

зразка. Інформація про щільність об’єкта по кожній лінії сканування передається в 

комп’ютер, де спеціальна програма здійснює тривимірну реконструкцію досліджуваного 

об’єкта. Конфокальний мікроскоп є оптико-електронним приладом. Використання 

конфокального мікроскопа дозволяє локалізувати окремі гени в структурі інтерфазних ядер; 

вивчати одночасно декілька білків, помічених різними антитілами, для виявлення 

функціонального зв’язку між ними; досліджувати динамічні процеси в клітині, зокрема і 

транспорт речовин через мембрани. 

Оскільки можливості оптичних мікроскопів обмежені законами фізики, то 

ультратонкі і субмікроскопічні структури можна розглянути лише за допомогою 

електронного мікроскопа.  

В електронному мікроскопі замість світлових променів для «освітлення» зразка 

використовується потік електронів, який володіє хвильовими властивостями [5]. Довжини 

хвиль фотонів електронного променя визначаються прикладеною напругою. Чим менша 

довжина хвилі, тим більша роздільна здатність мікроскопа. Тому на електронний мікроскоп 

подаються високі прискорюючі напруги в діапазоні  від 1 кВ до 1000 кВ. При напрузі 50 кВ 
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довжина хвилі зменшується до 0,0056 нм і такі високоенергетичні електрони стають 

здатними проникати в тверде тіло на декілька мікрометрів. Використовуються трансмісійні і 

скануючі електронні мікроскопи.  

Трансмісійний мікроскоп за своєю будовою нагадує оптичний мікроскоп, а роль 

оптичних лінз виконують електронні лінзи, які керують електронним пучком дією 

електричних чи магнітних полів. Роздільна здатність такого мікроскопа порядку 0,5 нм. 

Зразки для досліджень потребують спеціальної підготовки, їх товщина має не перевищувати 

1 мкм. Потік електронів проходить через об’єкт дослідження і формує його плоске 

зображення [4].  

Скануючий електронний мікроскоп дає інформацію про поверхню досліджуваного 

зразка. Впоперек зразка горизонтально в двох взаємно перпендикулярних напрямках 

відбувається сканування поверхні електронним зондом скануючого мікроскопа. Отримується 

просторове уявлення про структуру поверхні зразка у вигляді 3D зображення [2]. Метод 

може використовуватися для товстих зразків, які не потребують розрізання та 

зафарбовування. Недоліком скануючого електронного мікроскопа є нижча роздільна 

здатність зображень, ніж у трансмісійного.  

Гістологія, цитологія та ембріологія є фундаментальними дисциплінами медико-

біологічного профілю. Вони формують цілісне уявлення про мікроскопічну та 

ультраструктурну будову, закономірності розвитку, регенераторні властивості клітин, тканин 

та органів організму. Розвиток гістології як науки нерозривно пов’язаний з удосконаленням 

фізичних методів досліджень.  
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