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Методам обработки материала и окраски постоянных и временных препаратов для световой микро-
скопии посвящено большое количество исследований, но в процессе работы часто возникает необ-
ходимость в адаптации стандартных методов и схем к особенностям представителей определенных
таксонов. При исследовании эмбриологии подсолнечника не все стандартные процедуры окраши-
вания дают желаемые результаты визуализации. В настоящей работе представлен обзор методов об-
работки материала для исследования репродуктивных структур у представителей рода Helianthus L.
(H. ciliaris DC, H. tuberosus L., H. maximiliani Schrad., H. annuus L.), а также их модификации с целью
получения максимально качественного представления о строении исследуемых структур.
В результате подбора параметров (условия и длительность обработки красителями, очередность их
воздействия и др.) модифицированы классические методики и подобраны протоколы окраски, оп-
тимальные для анализа строения большинства репродуктивных структур и стадий их развития
(окраска толуидиновым синим, реактивом Шиффа с подкраской алциановым синим или толуиди-
новым синим, сафранином с подкраской алциановым синим).
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Методам обработки материала и окраски по-
стоянных и временных препаратов посвящено
большое количество исследований, многие из
них отличаются универсальностью и подходят
для различных видов и для визуализации широ-
кого круга структур. Однако в процессе работы
исследователь может столкнуться с необходимо-
стью адаптации стандартных методов и схем к
особенностям представителей определенных так-
сонов и к конкретным научным задачам.

Еще в конце XIX века M. Goldflus (1899) и
С.Г. Навашин (Nawaschin, 1900), используя метод
световой микроскопии, описали общее строение
зародышевого мешка подсолнечника. В работе
Goldflus упоминается об окраске фуксином и
йодной зеленью, в работе Навашина о методиках
не говорится. В тексте и в пояснениях к рисункам
в более ранних статьях этого автора говорится о
просветлении жавелевой водой, глицерином,
фиксации в спирте, окраске гематоксилином по
Деляфильду, водным синим (для обнаружения
пыльцевых трубок по зернам крахмала и каллоз-

ным пробкам); фуксином с метиленовым синим;
гематоксилином с сафранином (Nawaschin, 1895);
использовании фиксатора Флемминга и тройной
окраске по Флеммингу (Nawaschin, 1898). Ука-
занные красители известны и в большинстве до-
ступны и в настоящее время (Barykina et al., 2000;
Selivanov, 2003).

В дальнейшем формирование и развитие ре-
продуктивной системы подсолнечника изучалось
с использованием световой микроскопии раз-
ными авторами (Ustinova, 1951a, b, 1954, 1955,
1964a, b, 1970; Benetskaya, 1952, 1954; Ilyina, 1957;
Dziubenko, 1959; Movsesyan, 1961; Maheswari,
1963; Pirev, 1966; Efremov, 1967; Marchenko, 1968;
Tatintseva, 1971; Belyaeva, 1975; Pustovoit et al.,
1976; Konstantinova, 1980; Fedorenko et al., 1980,
1986; Toderich, 1988; Kovacik, Vlckova, 1988; Atlag-
ic, 1990, 1996; Popielarska, 2005; Gotelli et al., 2010;
Ochogavía et al., 2018). Наиболее часто использо-
вались методы окраски по Фельгену; окраски
растворами гематоксилина, приготовленными
разными способами; сафранином (в сочетании с
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другими красителями для подкраски цитоплазмы
и клеточных оболочек); основным фуксином, ген-
циан-виолетом, толуидиновым синим и др.; при
исследовании микроспорогенеза и развития пыль-
цевого зерна, а также для оценки качества пыльцы,
применялся раствор ацетокармина, иногда анили-
новый синий и его производные (табл. 1).

До широкого распространения техники мик-
рофотографирования результаты исследования
были наглядно представлены в публикациях в ви-
де рисунков, и оценить качество изображения
при использовании тех или иных методов окрас-
ки не представлялось возможным, если только
автор сам не обсуждал подобные вопросы. Более
того, в некоторых ранних работах вообще отсут-
ствует раздел “Материалы и методы”.

Особняком на фоне других публикаций стоит
работа J. Telżyńska и H. Telżyński (Telżyńska,
Telżyński, 1973), где представлены качественные,
четкие микрофотографии, которые достойно
смотрятся и в настоящее время. Авторы работы
использовали различные методы окраски и при-
вели свои выводы о качестве окраски (табл. 1).

Самым масштабным исследованием по эм-
бриологии подсолнечника, проведенным на не-
скольких видах (H. rigidus Desf., H. scaberimus
Benth., H. petiolaris Nutt., H. occidentalis Riddell,
H. mollis Lam., H. debilis Nutt. и три сорта H. annuus)
с использованием светового микроскопа, в этот пе-
риод была диссертация К.Н. Тодерич (Toderich,
1988), но в ней нет подробных описаний методов.

Эмбриологическое исследование подсолнеч-
ника мы начинали с использования преимуще-
ственно окраски гематоксилином по Гейденгай-
ну (модификация – Zhinkina, Voronova, 2000) или
гематоксилином по Эрлиху с подкрашиванием
алциановым синим, но столкнулись с тем, что ал-
циановый синий не дает достаточную интенсив-
ность цвета, а гематоксилин зачастую, наоборот,
перекрашивает содержимое клеток некоторых
структур. Например, цитоплазма пыльцевых зе-
рен и клеток яйцевого аппарата окрашивалась так
интенсивно, что в них не просматривались ядра.
Затем были применены для подсолнечника мето-
ды окраски толуидиновым синим (Permyakov,
1988; Voronova, 2008), здесь также выявилась про-
блема избыточного окрашивания цитоплазмы,
особенно для меристематических мелкоклеточ-
ных тканей. Применение тройной окраски (Ka-
melina et al., 1992) с использованием гематокси-
лина также показало негативный перекрашиваю-
щий эффект этого красителя на препараты, а
следование классической методике окраски саф-
ранином (Prozina, 1960) не позволило получить
качественные препараты из-за вымывания кра-
сителя. В связи с этим была проведена модифика-
ция ряда методов окраски для их оптимального
применения к объекту исследования.

Для исследования пыльцы были опробованы
различные методы и способы окраски: проращива-
ние пыльцы (Voronova et al., 2011), окраска гематок-
силином Карацци и Гарриса (“Биовитрум”), по
П.И. Диакону (Diakon, 1962), по Александеру (Alex-
ander, 1969; Atlagić, 1990, 1996; Atlagić et al., 2012); в
том числе упрощенный (Peterson, Slovin, 2010). Для
нашей работы был выбран ацетокарминовый метод
(Prozina, 1960; Voronova, Gavrilova, 2019) как наибо-
лее простой, доступный, позволяющий быстро по-
лучить качественную окраску.

В статье представлены методические обобще-
ния, сделанные на основании исследований, про-
водившихся в течение ряда лет на культурных
формах однолетнего подсолнечника H. annuus L.
и диких многолетних видах Helianthus ciliaris DC,
H. tuberosus L., H. maximiliani Scharad. Большин-
ство методик целенаправленно отрабатывалось
на примере H. ciliaris, а затем было успешно при-
менено при исследовании других видов подсол-
нечника.

Обзор методов окраски препаратов 
и их модификация для изучения

эмбриологии подсолнечника
Окраска толуидиновым синим

Для окраски препаратов толуидиновый синий
чаще всего используется в виде водного раствора
(на дистиллированной воде или, для регионов с
мягкой водой, на водопроводной), а также приго-
товленный на буферных растворах с pH от 5 до 9
(O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982). Parker et al.
(1982) предлагают использовать краситель в кон-
центрации 0.05%, тогда как другие исследователи
применяли более высокие концентрации, напри-
мер 2%-ный раствор толуидинового синего, при-
готовленный на 2%-ной (Permyakov, 1988) или
1%-ной (Voronova, 2008) уксусной кислоте.

Мы применяли метод окраски толуидиновым
синим в фосфатном буфере с pH 6.8. Следует от-
метить, что при его использовании необходимо
исключить обезвоживание препаратов в 96° спир-
те, заменив этот процесс сушкой в термостате,
иначе краситель сильно вымывается. При окра-
шивании водным раствором толуидинового си-
него обработка препаратов в спирте, напротив,
необходима для удаления излишков красителя.

При сравнении постоянных препаратов подсол-
нечника, окрашенных водным (рис. 1a) и забуфе-
ренным (рис. 1b) растворами толуидинового синего
были отмечены некоторые различия в яркости и от-
тенках полученного цвета, но в целом существен-
ной разницы в результатах не наблюдалось.

Практика применения данного красителя по-
казала, что 0.5% раствор толуидинового синего в
дистиллированной воде обеспечивает хорошее
качество окраски и оптимален для постоянных
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Таблица 1. Методы работы с материалом Helianthus по данным литературных источников
Table 1. Methods of material processing according to literarture (genus Helianthus)

Область исследования 
Area of research

Методы
Methods

Микроспорогенез, 
формирование пыльцы
Microsporogenesis, 
pollen formation

Окраска по Фельгену (Pirev, 1966; Konstantinova, 1980; Tatintseva, 1971; 
Toderich, 1988)
Гематоксилин: по Деляфильду (Maheshwari, 1963); по Гейденгайну (Tatintseva, 1971; 
Konstantinova, 1980; Toderich, 1988); по Эрлиху (Konstantinova, 1980); с использованием 
алцианового синего (Konstantinova, 1980)
Ацетокармин: временные препараты (Efremov, 1967); по Беллингу (Marchenko, 1968); по 
Brown-Geitler с обработкой 4% водным раствором железо-аммонийным алюминием на 
давленых препаратах (Atlagic, 1996)
Метилгрюн-пиронин по Унна (Pirev, 1966; Tatintseva, 1971)
Сафранин по Картису, генцианвиолет по Ньютону (Toderich, 1988)
Просветление тканей раствором следующего состава: молочная кислота, хлоралгидрат, 
фенол, гвоздичное масло, ксилол (Herr, 1971) – Ochogavía et al., 2018
Feulgen’s Stain (Pirev, 1966; Konstantinova, 1980; Tatintseva, 1971; Toderich, 1988)
Haematoxylin: Delafield’s (Maheshwari, 1963); Heidenhain’s (Tatintseva, 1971; Konstantinova, 
1980; Toderich, 1988); Erlich’s (Konstantinova, 1980); with alcyan blue counter-stain (Konstan-
tinova, 1980)
Acetocarmine: temporary mounts (Efremov, 1967); Belling’s (Marchenko, 1968); after Brown-
Geitler’s method following pretreatment with a 4% aqueous solution of ferrous ammonium alum 
(Atlagic, 1996)
Methyl green with pyronine by Unna (Pirev, 1966; Tatintseva, 1971)
Curtis’s safranin, gentian violet by Newton (Toderich, 1988)
Clarification with Herr’s solution (lactic acid, chloral hydrate, phenol, clove oil, xylene (Herr, 
1971) – Ochogavía et al., 2018

Пыльцевые зерна, 
опыление
Pollen grains, pollination

Просветление с последующей окраской: ацетокармином (Ustinova, 1951b); лихт-грюн, 
метиленовым синим (Movsesyan, 1961) – для исследования прорастания пыльцы на 
пестике
Оценка жизнеспособности пыльцы: краситель на основе кислого фуксина (Efremov, 
1967), по Александеру (Atlagic, 1996); флюоресцин диацетатом (Popielarska, 2005);
лактофенолом с анилиновым синим (Ochogavía et al., 2018)
Проращивание пыльцы: на рыльце пестика (Fedorenko et al., 1986); во влажной камере 
по Тракнковскому (Toderich, 1988); на искусственной среде (Popielarska, 2005)
Метод люминесценции (Fedorenko et al., 1986)
Исследование структуры рыльца и столбика – окраска сафранином и фастгрюном 
(Gotelli et al., 2010); проверка готовности рыльца к опылению 1–2% раствором перман-
ганата калия (Toderich, 1988)
Clarification and staining by: acetocarmine (Ustinova, 1951b); light green, methylene blue 
(Movsesyan, 1961) – to observe pollen germination on the stigma
Evaluation of pollen viability: stain based on the acid fuchsine (Efremov, 1967), Alexander’s stain 
(Atlagic, 1996); fluorescein diacetate (Popielarska, 2005); lactophenol with aniline blue 
(Ochogavía et al., 2018)
Pollen germination: on the stigma (Fedorenko et al., 1986); in the humid chamber after 
Trankovsky (Toderich, 1988); on solid artificial media (Popielarska, 2005)
Luminescence method (Fedorenko et al., 1986)
Stigma and style structure research: staining with safranin and fast green (Gotelli et al., 
2010); stigma’s readiness for pollination test: 1–2% potassium permanganate solution 
(Toderich, 1988)
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Семязачаток,
зародышевый мешок
Ovule, embryo sac

Гематоксилин: по Деляфильду (Maheshwari, 1963) по Гейденгайну (Efremov, 1967;
Belyaeva, 1975; Toderich, 1988), в том числе с подкраской метиловым синим и метило-
вым зеленым в анилине (Dziubenko, 1959)
Окраска по Фельгену (Efremov, 1967, Belyaeva, 1975, Toderich, 1988); в том числе окраска 
зафиксированного материала для временных препаратов с подкраской лихтгрюн и 
гематоксилином по Эрлиху (Pustovoit et al., 1976)
Метилгрюн-пиронин по Унна (Belyaeva, 1975); толуидиновый синий (Belyaeva, 1975; 
Popielarska, 2005); сафранин по Картису, генцианвиолет по Ньютону (Toderich, 1988); 
по методу Модилевского (Dziubenko, 1959)
Просветление тканей раствором (молочная кислота, хлоралгидрат, фенол, гвоздичное 
масло, ксилол (Herr, 1971)) для DIC по Номарскому и конфокальной микроскопии 
(Ochogavía et al., 2018)
Haematoxylin: Delafield’s (Maheshwari, 1963) Heidenhain’s (Efremov, 1967; Belyaeva, 1975; 
Toderich, 1988), also with methyl blue and methyl green in aniline as counter-stain (Dziubenko, 
1959)
Feulgen’s stain (Efremov, 1967, Belyaeva, 1975, Toderich, 1988); staining of the fixed material 
with Feulgen’s stain and counter-stains (light green and Erlich’s haematoxylin) for the tempo-
rary mounts (Pustovoit et al., 1976)
Methyl green with pyronine by Unna (Belyaeva, 1975); toluidine blue (Belyaeva, 1975; 
Popielarska, 2005); Curtis’ safranin, Newton’s gentian violet (Toderich, 1988); Modilevsky’s 
method (Dziubenko, 1959)
Tissue clarification method based on the clearing solution (lactic acid, chloral hydrate, phenol, 
clove oil, xylene (Herr, 1971)) for Nomarski interference contrast optics and confocal 
microscopy (Ochogavía et al., 2018)

Процесс оплодотворе-
ния, эмбриогенез, 
зародыш
Fertilization process, 
embryogenesis, embryo

По Фельгену (Ustinova, 1951b, 1954, 1964a, b, 1970; Telżyńska, Telżyński, 1973), в том 
числе с подкраской лихтгрюном (Ustinova, 1951b);
Гематоксилин: железный с эритрозином (Ustinova, 1951b); по Гейденгайну (Benets-
kaya, 1952, 1954; Ustinova 1964a, b); по Деляфильду (Maheshwari, 1963), по Эрлиху,
по Модилевскому (Ustinova 1964a, b); железно-алюминиевый (Telżyńska, Telżyński, 
1973).
Сафранин: с подкраской лихтгрюн (Kovacik, Vlckova, 1988); с генциановым фиоле-
товым (Ilyina, 1957).
Метилгрюн-пиронин (Ustinova, 1954, 1964a, b)
Основной фуксин в цитратно-фосфатном буфере при pH 2.6 с подкраской фаст-
грин в 96° спирте; кристаллический фиолетовый (Telżyńska, Telżyński, 1973); толуи-
диновый синий (Popielarska, 2005)
Устинова (Ustinova, 1951b) отмечает, что окраска по Фельгену дает лучшие резуль-
таты при исследовании процесса оплодотворения. Telżyńska, Telżyński (1973), 
напротив, сообщают о слабом окрашивании репродуктивных структур подсолнеч-
ника по Фельгену и наиболее четкой визуализации хроматина при окраске фукси-
ном, а также отмечают перекрашивание содержимого пыльцевой трубки в 
зародышевом мешке гематоксилином и кристаллическим фиолетовым.
Feulgen’s stain (Ustinova, 1951b, 1954, 1964a, b, 1970; Telżyńska, Telżyński, 1973), also 
with light green counter stain (Ustinova, 1951b);
Haematoxylin: iron haematoxyline with erithrosin (Ustinova, 1951b); Heidenhain’s 
(Benetskaya, 1952, 1954; Ustinova 1964a, b); Delafield’s (Maheshwari, 1963), Erlich’s, 
after Modilevsky (Ustinova 1964a, b); iron-alum (Telżyńska, Telżyński, 1973).
Safranin with light green (Kovacik, Vlckova, 1988); with gentian violet (Ilyina, 1957).
Methyl green with pyronine by Unna (Ustinova, 1954, 1964a, b)

Область исследования 
Area of research

Методы
Methods

Таблица 1. Продолжение



БОТАНИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ  том 108  № 10  2023

ОБЗОР МЕТОДОВ ПОДГОТОВКИ ПРЕПАРАТОВ 921

Процесс оплодотворе-
ния, эмбриогенез, 
зародыш (продолжение)
Fertilization process, 
embryogenesis, embryo 
(continued)

Basic fuchsine solution in citrate phosphate buffer, pH 2.6, fast green in 96° ethanol as a 
counter-stain; crystal violet (Telżyńska, Telżyński, 1973); toluidine blue (Popielarska, 2005)
Ustinova (1951b) marked out the best results of using Feulgen’s stain in fertilization 
research. Telżyńska, Telżyński, (1973), on the contrary, reported that sunflower’s reproduc-
tive structures demonstrate weak Feulgen reaction. Fuchsine staining gived the most 
intence staining of chromatin in their research, and haematoxylin and crystal violet over-
stained the contents of pollen tube in the embryo sac.

Гистохимические 
исследования
Histochemical research

Углеводы: нейтральный красный, сафранин, метиленовый синий (клеточные оболочки 
с пектином); йодная реакция по Граму (выявление крахмала) – Ilyina, 1957; раствор 
йода в хлоралгидрате, раствор Люголя (выявление крахмала) – Pirev, 1966; реакция 
Шабадаша на полисахариды (Ustinova 1964); ШИК-реакция (Telżyńska, Telżyński, 1973)
Жиры: растворы судана – Ilyina, 1957, Pirev, 1966; Gotelli et al., 2010; по Свешниковой 
(Ustinova 1964)
Белки: раствор желтой кровяной соли в уксусной кислоте (Pirev, 1966); кумасси брилли-
антовый синий (Gotelli et al., 2010)
Carbohydrates: neutral red, safranin, methylene blue (cell walls with pectine); Gram’s iodic 
reaction (starch detection) – Ilyina, 1957; Iodine solution in chloral hydrate; Lugol’s solution 
(starch detection) – Pirev, 1966; Shabadash’s reaction (polysaccharides detection) – Ustinova 
1964; PAS (Telżyńska, Telżyński, 1973)
Lipids: Sudan solutions – Ilyina, 1957, Pirev, 1966; Gotelli et al., 2010; after Sveshnikova 
(Ustinova 1964)
Proteins: yellow blood salt solution in acetic acid (Pirev, 1966); Coomassie brilliant blue
(Gotelli et al., 2010)

Область исследования 
Area of research

Методы
Methods

Таблица 1. Окончание

препаратов подсолнечника. Хорошо визуализи-
руется строение клетки и ядра. Повышение кон-
центрации красителя в растворе до 1% вызывало
слишком темное окрашивание.

Данный метод окраски занимает мало времени
и хорошо зарекомендовал себя для получения об-
щего представления о репродуктивных структу-
рах на первых этапах исследования нового мате-
риала (рис. 1a). Однако для детального исследо-
вания тех или иных структур мы, как правило,
применяли другие методы окраски, основанные
на сочетании двух и более красителей, чтобы по-
лучить более контрастные, информативные, на-
глядные цветные снимки.

Здесь и далее протоколы окраски и применяе-
мые реактивы приведены в табл. 2.

Окраска гематоксилином по Гейденгайну

При окраске препаратов подсолнечника с
использованием гематоксилина и алцианового
синего, несмотря на повышение концентрации
последнего красителя с 0.1 до 0.5–1% (в 3% ук-
сусной кислоте), наблюдались случаи недоста-
точной интенсивности цвета, получаемого при
окраске в течение 5–15 минут по стандартной ме-
тодике (Zhinkina, Voronova, 2000). Эту проблему

устраняло увеличение времени воздействия кра-
сителя до 45–90 минут или повышение темпера-
туры при окраске до 60°С (в термостате).

Время дифференцировки гематоксилина в рас-
творе железо-аммонийных квасцов подбиралось
эмпирически, в табл. 2 указано приблизительно.

Для анализа стадий развития зародышевого
мешка и зародыша данная окраска является од-
ним из оптимальных вариантов (рис. 1c, d).
Она дает достаточно контрастное изображение
при визуальном наблюдении и на фотоснимках,
при этом хорошо видны элементы зародышевого
мешка, в ядрах хорошо заметны ядрышки.

Применение данного метода для окраски жен-
ских репродуктивных структур на ранних стадиях
их развития нецелесообразно, так как цитоплаз-
ма мелких клеток семязачатка сильно перекра-
шивается, и изображение получается темным.
При окраске препаратов пыльников на поздних
стадиях развития также высок риск избыточного
окрашивания микроспор и пыльцевых зерен. Од-
нако при необходимости возможно получение
удачных изображений – для этого необходимо в
каждом конкретном случае точно подобрать вре-
мя, необходимое для дифференцировки (рис. 1e).
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Рис. 1. Примеры окраски репродуктивных структур подсолнечника (Helianthus ciliaris) толуидиновым синим и ге-
матоксилином по Гейденгайну. a – толуидиновый синий (трубчатый цветок, продольный срез); b – толуидино-
вый синий в фосфатном буфере (микропилярная часть завязи с семязачатком, содержащим зародышевый мешок,
продольный срез); c–е – гематоксилин по Гейденгайну с подкраской алциановым синим (c – семязачаток со зре-
лым половым и апоспорическим зародышевыми мешками, d – часть развивающегося семени с зародышем, эн-
доспермом и остатками интегументального тапетума, e – микроспоры на стадиях от вакуолизации до деления яд-
ра). an – пыльник, a e s – апоспорический зародышевый мешок, em – зародыш, en – эндосперм, e s – зародыше-
вый мешок, i t – интегументальный тапетум, ol – семязачаток, ov – завязь, p g – пыльцевое зерно. Линейки: a, e –
50 мкм, b – 100 мкм, c, d – 10 мкм.
Fig. 1. The illustrations of sunflower’s (Helianthus ciliaris) reproductive structures staining by toluidine blue and by Heidenhain’s
haematoxylin. a – toluidine blue (tubular f lower, longitudinal section); b – toluidine blue in phosphate buffer (micropylar part
of the ovary with the ovule containing the embryo sac, longitudinal section); c–е – Heidenhain’s haematoxylin with alcian blue
as a counter-stain (c – ovule with mature genital and aposporic embryo sacs, d – part of the developing seed with embryo, endo-
sperm and remnants of the integumental tapetum, e – microspores at the stages from vacuolization to division of nucleus). an –
anther, a e s – aposporic embryo sac, em – embryo, en – endosperm, e s – embryo sac, i t – integumental tapetum, ol – ovule,
ov – ovary, p g – pollen grain. Bars: a, e – 50 μm, b – 100 μm, c, d – 10 μm.
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Таблица 2. Протоколы обработки материала 
Table 2. Material processing protocols

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Последовательность дей-
ствий
Sequence of actions

1. Депарафинирование
2. Толуидиновый синий (0.5% раствор) – 5 мин
3. Вода водопроводная – 10 мин.
4. Вода дистиллированная – 3–5 мин
5. Спирт 96° – 10 мин
6. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 1.5 часов (не учитывая времени на депарафинирование)

1. Dewaxing
2. Toluidine blue (0.5% solution) – 5 min
3. Tap water – 10 min
4. Distilled water – 3–5 min
5. 96° ethanol – 10 min
6. Mounting
Total time – from 1.5 hours ( without dewaxing ).

Реактивы
Reagents

Толуидиновый синий (Вектон) 0.5% раствор
Toluidine blue (Vecton) 0.5% solution

Окраска гематоксилином по Гейденгайну/Staining with Heidenhain’s haematoxylin Zhinkina, Voronova, 2000
Последовательность дей-
ствий
Sequence of actions

1. Депарафинирование
2. Квасцы железо-аммонийные 3% раствор – 30 мин. при температуре 60°С 
(термостат)
3. Дистиллированная вода (ополоснуть тщательно) – 15 мин
4. Гематоксилин по Гейденгайну – 30 мин. при температуре 60°С (термостат)
5. Вода водопроводная проточная или несколько смен – 10 мин
6. Вода дистиллированная – 10 мин
7. Квасцы железо-аммонийные 3% раствор – 1–3 мин. (дифференцировка)
8. Вода дистиллированная – 5–10 мин
9. Уксусная кислота 3% – 1 мин
10. Алциановый синий – от 45 мин до 1.5 ч
11. Уксусная кислота 3% – 1 мин
12. Спирт 96°– 10 мин
13. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 4 часов 15 мин (не учитывая времени на депарафинирование)

1. Dewaxing
2. Iron-ammonium alum 3% solution – 30 min at 60°С (thermostat)
3. Distilled water (rince thoroughly) – 15 min
4. Heidenhain’s haematoxylin – 30 min at 60°С (thermostat)
5. Tap water (f lowing or several changes) – 10 min
6. Distilled water – 10 min
7. Iron-ammonium alum 3% solution – 1–3 min (differentiating)
8. Distilled water – 5–10 min
9. Acetic acid 3% – 1 min
10. Alcian blue – from 45 min to 1.5 h
11. Acetic acid 3% – 1 min
12. 96° ethanol – 10 мин
13. Mounting
Total time – from 4 hours 15 minutes (without dewaxing)
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Реактивы
Reagents

Квасцы железо-аммонийные (Реахим), раствор 3%
Гематоксилин (Fluka AG), приготовление – по Zhinkina, Voronova, 2000
Алциановый синий (Loba Chemie), 0.5–1% раствор в 3% уксусной кислоте /

Iron-ammonium alum (Reahim), 3% solution
Haematoxylin (Fluka AG), preparation of staining solution – according to Zhinkina, 
Voronova, 2000
Alcian blue (Loba Chemie), 0.5–1% solution in 3% acetic acid

Окраска гематоксилином по Эрлиху Erlich’s haematoxylin Kamelina et al., 1992
Последовательность дей-
ствий
Sequence of actions

Вариант 1 (с алциановым синим)
1. Депарафинирование
2. Гематоксилин по Эрлиху – 15 мин
3. Вода водопроводная проточная или несколько смен – 20 мин
4. Вода дистиллированная – 10 мин
5. Уксусная кислота 3% – 1 мин
6. Алциановый синий – от 45 мин до 1.5 ч
7. Уксусная кислота 3% – 1 мин
8. Вода дистиллированная – 10 мин*
9. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 3 ч 30 мин (не учитывая времени на депарафинирование)
*для придания структурам фиолетового оттенка после данного этапа можно 
ополоснуть стекла в растворе нашатырного спирта (1 капля на 100 мл дистилли-
рованной воды) – 1 мин и промыть дистиллированной водой (5 мин).

Вариант 2 (с толуидиновым синим): пункты 5–8 заменяются:
5. Толуидиновый синий – 3–5 мин
6. Вода водопроводная – 10 мин
7. Вода дистиллированная – 3–5 мин
8. Спирт 96°– 10 мин
Итого – от 2 ч 45 мин (не учитывая времени на депарафинирование)

Variation 1 (with alcian blue)
1. Dewaxing
2. Erlich’s haematoxylin – 15 min
3. Tap water (f lowing or several changes) – 20 min
4. Distilled water – 10 min
5. Acetic acid 3% – 1 min
6. Alcian blue – from 45 min to 1.5 h
7. Acetic acid 3% – 1 min
8. Distilled water – 10 min*
9. Mounting
Total time – from 3 h 30 min (without dewaxing)
*to give a violet shade to the stain, rinse the slides with ammonia solution (1 drop per 
100 ml distilled water) and rinse with distilled water (5 min) after this step

Variation 2 (with toluidine blue): the steps 5–8 must be replaced with:
5. Toluidine blue – 3–5 min
6. Tap water – 10 min
7. Distilled water – 3–5 min
8. 96° ethanol – 10 min
Total time – from 2 h 45 min (without dewaxing)

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Таблица 2. Продолжение
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Реактивы
Reagents

Гематоксилин (Fluka AG), приготовление – по Kamelina et al. (1992)
Алциановый синий (Loba Chemie), 0.5–1% раствор в 3% уксусной кислоте или 
толуидиновый синий (Вектон) 0.5% раствор

Haematoxylin (Fluka AG), preparation of staining solution – according to Kamelina 
et al. (1992)
Alcian blue (Loba Chemie), 0.5–1% solution in 3% acetic acid, or Toluidine blue
(Vecton) 0.5% solution

Окраска реактивом Шиффа/Staining with Schiff’s reagent Kamelina et al., 1992
Последовательность 
действий
Sequence of actions

Вариант 1 (с алциановым синим)
1. Депарафинирование
2. Раствор HCl 1N (однонормальный) – 5 мин
3. Раствор HCl 5N (пятинормальный) – 30 мин
4. Раствор HCl 1N – 5 мин
5. Реактив Шиффа – до начала следующего рабочего дня, примерно 18–20 ч
6. Сернистые воды – 3 смены по 10 мин
7. Водопроводная вода (проточная или часто менять) – 2–3 ч
8. Уксусная кислота 3% – 1 мин
9. Алциановый синий – 45 мин–1.5 ч
10. Уксусная кислота 3% – 1 мин
11. Спирт 70° – менее 1 мин
12. Заключение в монтирующую среду
Итого – 1 день от 2 ч (без учета депарафинирования), 2 день от 3 ч 45 мин

Вариант 2 (с толуидиновым синим): до п. 8 так же, как в варианте 1, далее
8. Вода дистиллированная – 10 мин
9. Толуидиновый синий – 5 мин
10. Вода водопроводная проточная или несколько смен – 10 мин
11. Вода дистиллированная – 3–5 мин
12. Спирт 96° – 10 мин
13. Заключение в монтирующую среду
Итого – 1 день от 2 ч (без учета депарафинирования), 2 день от 3.5 ч
Variation 1 (with alcian blue)

1. Dewaxing
2. HCl 1N solution – 5 min
3. HCl 5N solution – 30 min
4. HCl 1N solution – 5 min
5. Schiff’s reagent – until the next working day begins, approximately 18–20 h
6. Sulphurous waters – 3 changes, 10 min each
7. Tap water (f lowing or change 5–6 or more times) – 2–3 h
8. Acetic acid 3% – 1 min
9. Alcian blue – from 45 min to 1.5 h
10. Acetic acid 3% – 1 min
11. 70° ethanol – less than 1 min
12. Mounting
Total time – 1st day – from 2 h (without dewaxing), 2nd day – from 3 h 45 min

Variation 2 (with toluidine blue): until the step 8 as in variation 1, then:
8. Distilled water – 10 min
9. Toluidine blue – 5 min
10. Tap water (f lowing or several changes) – 10 min
11. Distilled water – 3–5 min

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Таблица 2. Продолжение
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12. 96° ethanol – 10 min
13. Mounting
Total time – 1st day – from 2 h (without dewaxing), 2nd day – from 3.5 h

Реактивы
Reagents

Приготовление реактива Шиффа, сернистых вод, гематоксилина по Эрлиху 
(при необходимости) осуществляется в соответствии с методиками, приведен-
ными в статье Kamelina et al. (1992)
Фуксин основной для фуксинсернистой кислоты (Реахим)
Натрий сернистокислый безводный (Реахим)
Гематоксилин (Fluka AG)
Алциановый синий (Loba Chemie), 0.5–1% раствор в 3% уксусной кислоте или 
толуидиновый синий (Вектон) 0.5% раствор

Preparation of Schiff’s reagent, sulphurous waters, Erlich’s haematoxylin (if needed) – 
according to Kamelina et al. (1992)
Basic fuchsin for fuchsin-sulfurous acid (Reahim)
Sodium sulphite, anhydrous (Reahim)
Haematoxylin (Fluka AG)
Alcian blue (Loba Chemie), 0.5–1% solution in 3% acetic acid or toluidine blue 
(Vecton) 0.5% solution

Окраска сафранином/Staining with safranin 
Spicer, 1960; Prozina, 1960; Barykina et al., 2000

Последовательность 
действий
Sequence of actions

Вариант 1
1. Депарафинирование (без дистиллированной воды)
2. Спирт 50° – 5 мин
3. Сафранин (1% раствор в 50° спирте) – 2.5–3 ч в термостате при температуре 
+60°С
4. Вода водопроводная проточная или несколько раз сменить – 5–10 мин
5. Спирт 70° (с лимонной кислотой на кончике ножа) – менее 1 мин
6. Спирт 70° – менее 1 мин
7. Уксусная кислота 3% – менее 1 мин
8. Алциановый синий – 10 мин
9. Уксусная кислота 3% – менее 1 мин
10. Спирт 70° – менее 1 мин
11. Спирт 96° – менее 1 мин
12. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 3.5 ч (не учитывая времени на депарафинирование)

Вариант 2
1. Депарафинирование
2. Уксусная кислота 3% – менее 1 мин
3. Алциановый синий – не менее 45 мин
4. Уксусная кислота 3% – менее 1 мин
5. Спирт 50° – 1 мин
6. Сафранин (1% раствор в 50° спирте) – 1 ч в термостате при температуре +60°С
7. Вода водопроводная проточная или несколько раз сменить – 5–10 мин
8. Спирт 70° (с лимонной кислотой на кончике ножа) – менее 1 мин
9. Спирт 70° – менее 1 мин
10. Спирт 96° – менее 1 мин
11. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 3.5 ч (не учитывая времени на депарафинирование)

Variation 1.

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Таблица 2. Продолжение
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1. Dewaxing (no distilled water needed)
2. 50° ethanol – 5 min
3. Safranin (1% solution in 50° ethanol) – 2.5–3 h at +60°С (thermostat)
4. Tap water (f lowing or several changes) – 5–10 min
5. 70°ethanol (with a small amount of citric acid) – less than 1 min
6. 70° ethanol – less than 1 min
7. 3% acetic acid – less than 1 min
8. Alcian blue – 10 min
9. 3% acetic acid – less than 1 min
10. 70° ethanol – less than 1 min
11. 96° ethanol – less than 1 min
12. Mounting
Total time – from 3.5 h (without dewaxing)

Variation 2.
1. Dewaxing
2. Acetic acid 3% – less than 1 min
3. Alcian blue – from 45 min to 1 h 30 min
4. Acetic acid 3% – less than 1 min
5. 50° ethanol – 1 min
6. Safranin (1% solution in 50° ethanol) – 1 h at +60°С (thermostat)
7. Tap water (f lowing or several changes) – 5–10 min
8. 70° ethanol (with a small amount of citric acid) – less than 1 min
9. 70° ethanol – less than 1 min
10. 96° ethanol – less than 1 min
11. Mounting
Total time – from 3.5 h (without dewaxing)

Реактивы
Reagents

Сафранин (Lachema) 1% раствор в 50° этиловом спирте
Алциановый синий (Loba Chemie), 0.5–1% раствор в 3% уксусной кислоте

Safranin (Lachema) 1% solution in 50° ethanol
Alcian blue (Loba Chemie), 0.5–1% solution in 3% acetic acid

ШИК-реакция/PAS reaction McManus, 1948; Lillie, 1954; Jensen, 1965
Последовательность 
действий
Sequence of actions

1. Депарафинирование
2. Перйодная кислота 0.5–0.8% или 1% раствор перйодата калия (натрия) 
в 1N серной кислоте – 4–5 мин
3. Вода водопроводная – 2 смены по 5 мин
4. Вода дистиллированная – ополоснуть
5. Реактив Шиффа – 30–40 мин
6. Сернистые воды – 3 смены по 2 мин
7. Вода водопроводная – 10 мин
8. Вода дистиллированная – 10 мин
9. Спирт 70° – ополоснуть
10. Спирт 96° (после окраски) – 10 мин
11. Заключение в монтирующую среду
Итого – от 2 ч 50 мин (не учитывая времени на депарафинирование)
Dewaxing
2. Iodic acid 0.5–0.8% solution or 1% potassium (sodium) periodat solution
in 1N sulphuric acid – 4–5 min
3. Tap water – 2 changes, 5 min each
4. Distilled water – rinse

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Таблица 2. Продолжение
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Окраска гематоксилином по Эрлиху

Данный метод предполагает сочетание гематок-
силина по Эрлиху с алциановым синим, что соот-
ветствует окраске последними двумя компонента-
ми “тройной окраски” (по Kamelina et al., 1992).

При данном способе окраски, как и при ис-
пользовании гематоксилина по Гейденгайну, для
препаратов подсолнечника возникали сложности
с окрашиванием клеточных стенок алциановым
синим и требовалось увеличение времени воздей-

5. Schiff’s reagent – 30–40 min
6. Sulphurous waters – 3 changes, 2 min each
7. Tap water – 10 min
8. Distilled water – 10 min
9. 70° ethanol – rince
10. 96° ethanol – 10 min
11. Mounting
Total time – from 2 h 50 min (without dewaxing)

Реактивы
Reagents

Реактив Шиффа, сернистые воды – по Kamelina et al. (1992)
Фуксин основной для фуксинсернистой кислоты (Реахим)
Натрий сернистокислый безводный (Реахим)
Натрий йоднокислый (Reanal) 1% раствор в 1N серной кислоте
Для получения 100 мл 1N (однонормального, или нормального) раствора серной 
кислоты необходимо 2.8 мл концентрированной серной кислоты и 97.2 мл воды

Preparation of Schiff’s reagent, sulphurous waters – according to Kamelina et al. (1992)
Basic fuchsin for fuchsin-sulfurous acid (Reahim)
Sodium sulphite, anhydrous (Reahim)
Sodium periodate (Reanal), 1% solution in 1N sulphuric acid
For 100 ml 1N (mononormal, or normal, or standard) solution 2.8 ml of strong sul-
phuric acid and 97.2 ml of water are needed

Просветление метилбензоатом/Clarification with methyl benzoate Prozina, 1960; Voronova, 2008
Последовательность 
действий
Sequence of actions

1. Спирт этиловый 80° – 15–30 мин
2. Спирт этиловый 90° – 15–30 мин
3. Спирт этиловый 96° – 15–30 мин
4. Смесь I – 15–30 мин
5. Смесь II – 15–30 мин
6. Смесь III – 15–30 мин
7. Метилбензоат – 15–30 мин

1. 80° ethanol – 15–30 min
2. 90° ethanol – 15–30 min
3. 96°ethanol – 15–30 min
4. Mixture I – 15–30 min
5. Mixture II – 15–30 min
6. Mixture III – 15–30 min
7. Methyl benzoate – 15–30 мин

Реактивы
Reagents

Смесь I – 1 часть метилбензоата: 2 части 96° этилового спирта;
Смесь II – 2:2
Смесь III – 2:1
Метилбензоат (Acros)

Mixture I – methyl benzoate: 96° ethanol 1:2 by volume;
Mixture II – 2:2
Mixture III – 2:1
Methyl benzoate (Acros)

Окраска толуидиновым синим/Toluidine blue staining O’Brien et al., 1964; Parker et al., 1982, 
Permyakov, 1988; Voronova, 2008

Таблица 2. Окончание
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ствия данного реагента или проведение окраски
при температуре 60° (в термостате).

Хорошие результаты показало использование
красителей в обратном порядке – сначала гема-
токсилином, затем алциановым синим (рис. 2а).
При этом алциановый синий дает более яркую
окраску за счет того, что меньше вымывается, а
гематоксилин, напротив, подвергается некото-
рой дифференцировке в уксусной кислоте, ис-
пользуемой перед переносом препаратов в алциа-
новый синий.

Для уменьшения времени окраски по данной
схеме можно заменять алциановый синий на то-
луидиновый синий (рис. 2b, c), который окраши-
вает срезы в течение 5 мин или менее. Несмотря
на существенные различия свойств этих красите-
лей, они дают похожие результаты (визуализацию
клеточных стенок).

При использовании в данной схеме окраски
алцианового синего во избежание его вымывания
перед заключением препаратов в монтировочные
среды вместо обработки 96° спиртом подсушива-
ли препараты в термостате для их обезвоживания.

d
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В случае замены этого красителя на толуидино-
вый синий, препараты выдерживали в спирте в
течение 10 мин.

Как и при окраске гематоксилином по Гейден-
гайну, при использовании данного метода воз-
можно слишком интенсивное окрашивание ци-
топлазмы некоторых структур (пыльцевые зерна,
элементы зародышевого мешка на ранних стади-
ях развития), при этом хуже могут просматри-
ваться ядра (рис. 2c).

В качестве методов окрашивания, дающих хо-
рошее качество окраски и возможность рассмот-
реть как мужские, так и женские репродуктивные
структуры видов подсолнечника на разных стади-
ях их развития, хорошо зарекомендовали себя ме-
тоды окрашивания реактивом Шиффа и сафра-
нином.

Окраска реактивом Шиффа

Данный метод также основан на модификации
тройной окраски (Kamelina et al., 1992), при кото-
рой из протокола был исключен гематоксилин по
Эрлиху, так как при его использовании некото-
рые структуры слишком перекрашиваются.

Окраска реактивом Шиффа позволяет вы-
явить особенности строения некоторых тканей, а
также расположение ядер в клетках. При хоро-
шем качестве реактивов изображение получается
достаточно четким и не перегружено темными
тонами (рис. 2d).

В то же время этот способ окраски, по сравне-
нию с другими методами, более трудоемкий, за-
нимает больше времени, а реактив Шиффа требу-
ет особых условий хранения, и при их нарушении
(например, колебания температуры, влажности,

которые могут произойти из-за нестабильной ра-
боты холодильного оборудования, перебоев в
электроснабжении) теряет красящие свойства.

В данном протоколе (табл. 2) возможна замена
алцианового синего на толуидиновый синий
(рис. 2e). В этом случае после завершения окрас-
ки препараты обезвоживают в 96° спирте в тече-
ние 10 мин.

В некоторых случаях, когда после обработки
реактивом Шиффа полученная окраска оказыва-
ется слишком бледной, мы использовали гема-
токсилин по Эрлиху, уменьшая время его воздей-
ствия до 5–7 мин, до окраски алциановым синим
(в табл. 2 после п. 12 нижеприведенной схемы: во-
да дистиллированная – 2 смены по 10 мин; гема-
токсилин по Эрлиху – 5–7 мин; вода водопровод-
ная – 20 мин; и далее от п. 13).

Окраска сафранином с алциановым синим

Упоминание о применении сафранина в соче-
тании с алциановым синим можно встретить в
различных работах (Spicer, 1960, Gusel’nikova,
2016). Особенно широко используются сафранин
с алциановым синим в области зоологии, где эта
комбинация красителей, иногда с дополнитель-
ной подкраской, часто применяется для выявле-
ния мукополисахаридов. Также этот метод окрас-
ки (иногда алциановый синий заменяют красите-
лем лихт-грюн) является одним из традиционно
применяемых в эмбриологии растений.

В ботанической микротехнике существуют
различные способы приготовления сафранина
и сочетания с другими красителями, применяе-
мые для окрашивания ядер и клеточных оболо-
чек. Они подробно описаны в справочниках

Рис. 2. Примеры окраски репродуктивных структур подсолнечника (Helianthus annuus, Helianthus tuberosus, Helianthus
ciliaris) гематоксилином по Эрлиху, реактивом Шиффа и сафранином. a – гематоксилин по Эрлиху с последующей
последующей подкраской алциановым синим (часть завязи с семязачатком и зародышевым мешком, продольный
срез), b – гематоксилин по Эрлиху с последующей подкраской толуидиновым синим (семязачаток с зародышевым
мешком, видна яйцеклетка, продольный срез), c – гематоксилин по Эрлиху с последующей подкраской толуидино-
вым синим (гнездо пыльника, продольный срез), d – реактив Шиффа с подкраской алциановым синим; до окраски
материал был просветлен раствором хлоралгидрата (зародышевый мешок перед оплодотворением, продольный срез),
e – реактив Шиффа с подкраской толуидиновым синим (пыльник с формирующимися пыльцевыми зернами, про-
дольный срез),  f, g – сафранин с алциановым синим (f – первое деление ядер микроспор, поперечный срез, g – семя-
зачаток с мегаспороцитом, продольный срез). a, f, g – H. tuberosus, b, c – Н. annuus BK-571, d, e – H. ciliaris. a e s – апо-
спорический зародышевый мешок, e s – зародышевый мешок, i t – интегументальный тапетум, ms – microspore, msc –
megasporocyte, ol – семязачаток, ov – завязь, p g – пыльцевое зерно. Линейка: a – 200 мкм, b, c, e, f, g – 20 мкм, d –
50 мкм.
Fig. 2. The illustrations of sunflower’s (Helianthus annuus, Helianthus tuberosus, Helianthus ciliaris) reproductive structures stain-
ing by Erlich’s haematoxyline, by Schiff’s reagent and by safranin. a – Ehrlich’s haematoxylin stained with alcian blue as a count-
er-stain (part of the ovary with ovule and embryo sac, longitudinal section), b – Ehrlich’s haematoxylin counter-stained with
toluidine blue (ovule with embryo sac, egg is visible, longitudinal section), c – Ehrlich’s haematoxylin with toluidine blue (an-
ther’s locule, longitudinal section), d – Schiff’s reagent with alcian blue; the material was clarified with a solution of chloral hy-
drate before staining (embryo sac before fertilization, longitudinal section); e – Schiff’s reagent with toluidine blue (anther with
developing pollen grains, longitudinal section), f, g – safranin and alcian blue (f – first division of microspore nuclei, trans-
verse section, g – ovule with megasporocyte, longitudinal section). a, f, g – H. tuberosus; b, c – H. annuus BK-571; d, e –
H. ciliaris. a e s – aposporic embryo sac, e s – embryo sac, i t – integumental tapetum, ms – microspore, msc – megasporocyte,
ol – ovule, ov – ovary, p g – pollen grain. Bars: a – 200 μm, b, c, e, f, g – 20 μm, d – 50 μm.
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М.Н. Прозиной (Prozina, 1960) и Р.П. Барыкиной
с соавторами (Barykina et al., 2000).

При окраске нашего материала по предложен-
ным методикам мы столкнулись с практически
полным вымыванием сафранина на последую-
щих этапах окрашивания. В связи с этим возник-
ла необходимость модифицировать методику.
Примененный нами метод позволил достаточно
быстро получить препараты с четкой контраст-
ной окраской.

Экспериментальным путем мы подобрали два
варианта модификации протокола для окраски
препаратов подсолнечника. В первом варианте сна-
чала окрашивали сафранином, затем алциановым
синим, во втором, наоборот, – сначала алциановым
синим, затем сафранином. Для предотвращения
вымывания сафранина мы сократили до мини-
мума (менее 1 мин) время нахождения препара-
тов в растворах уксусной кислоты и спиртов. Оба
варианта дают примерно одинаковые результаты,
поэтому можно одновременно окрашивать две
партии препаратов, одну в прямой последова-
тельности, другую – в обратной, что сокращает
общее время обработки.

В первом варианте в растворе алцианового си-
него препараты окрашивали в течение 10 мин, что
не приводило к значительному вымыванию саф-
ранина, в растворе которого препараты выдержи-
вались в течение 2.5–3 часов. (рис. 2f, g).
Во втором варианте время окраски в алциановом
синем составляло от 45 мин до 1.5 ч; в растворе
сафранина окрашивали в течение 1 ч.

В обоих вариантах перед наклеиванием по-
кровных стекол препараты высушивали в термо-
стате при температуре 60°C и погружали в ксилол
на 5–10 мин.

ШИК-реакция
Несмотря на то, что данная методика (McManus,

1948; Jensen, 1965) применяется для выявления не-
растворимых углеводов, эта окраска позволяет ви-
зуализировать строение исследуемых структур, т.к.
окрашивается не только крахмал внутри клетки
(которого у подсолнечника немного, основным
запасающим веществом являются жиры), но и
полисахариды клеточных стенок, и для всех ис-
следуемых образцов дала хорошие результаты.

Необходимо отметить, что вместо водного рас-
твора йодной кислоты можно использовать и ее
производные (например, водный раствор перйо-
дата калия, растворы йодата натрия или йодата
калия в 0.3–0.5% растворе азотной кислоты;
перйодная кислота в водном или спиртовом рас-
творе ацетата натрия), длительность воздействия
которых на материал различна (Lillie, 1954). Мы
использовали 1% раствор перйодата калия или
натрия в 1N (однонормальной) серной кислоте.

Возможно дополнительное окрашивание сре-
зов светлым зеленым, гематоксилином или дру-
гими красителями, о чем говорится в ряде публи-
каций (Jensen, 1965; Barykina et al., 2000). Однако
в нашей работе в этом не было необходимости,
изображение получалось четким, контрастным,
не перегруженным темными тонами.

Окраска ацетокармином
Метод окраски раствором ацетокармина хоро-

шо подходит для определения качества пыльцы у
подсолнечника. Обычно при его использовании
рекомендуется нагревать пыльцу в капле ацето-
кармина непосредственно на предметном стекле
(Barykina et al., 2000). Однако при необходимости
исследовать большое количество образцов, удоб-
нее и рациональнее окрашивать раствором ацето-
кармина свежие или зафиксированные пыльники
в лунках пластикового планшета или любого ана-
логичного предмета (например, блистера) в тер-
мостате при температуре +60°C в течение 2 ч
(Voronova, Gavrilova, 2019).

Для получения постоянных препаратов в каче-
стве монтировочной среды целесообразно ис-
пользовать поливиниловый спирт Mowiol (Fluka,
Germany) или глицерин-желатин (Barykina et al.,
2004). Такие препараты перед просмотром сушат
в течение суток.

Удаление парафина
В приводимых схемах для удаления парафина

перед началом окраски указан раствор BioClear
(Bio-Optica), но он может быть заменен на более
привычные ксилол или толуол.

BioClear позволяет более полно и аккуратно уда-
лить парафин и лучше отмывается с поверхности
стекол при дальнейшей обработке, кроме того, про-
изводитель указывает на его низкую токсичность,
меньшую летучесть и меньшую пожароопасность
по сравнению с ксилолом (BioClear…, 2022).

В таблице 2 данный этап вместе с обработкой
96° спиртом и дистиллированной водой обозна-
чен как “депарафинирование”.

Обезвоживание материала и заключение 
в монтировочную среду

Для изготовления постоянных препаратов, как
правило, использовались монтировочные среды
на основе ксилола: канадский бальзам или Bio-
Mount (Bio-Optica). Для более полного обезвожи-
вания и удаления остатков спирта после окраски
мы подсушивали предметные стекла на воздухе
при комнатной температуре. Если на стекле оста-
вались единичные капли, осторожно удаляли их
фильтровальной бумагой. В том случае, если пре-
параты после окраски не обезвоживались в 96°
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спирте или погружались в него на короткое время
(менее 1 минуты) для ускорения процесса сушки,
обезвоживание препаратов перед переносом в
ксилол осуществлялось в термостате при темпе-
ратуре 60°С. После сушки препараты помещали в
ксилол согласно общепринятой методике.

Монтировочные среды на основе поливинило-
вого спирта (Mowiol, Fluka, Germany) позволяют
ускорить процесс окраски, так как исключают про-
цедуру обезвоживания. Тем не менее, нами они
применялись ограниченно – для препаратов пыль-
цы, окрашенной ацетокармином, не требующих
длительного хранения. Это связано с меньшим сро-
ком хранения таких препаратов, а также из-за
агрессивного воздействия полинилового спирта на
некоторые красители (например, толуидиновый
синий), разрушающего их красящие свойства.

Последние этапы изготовления препаратов,
включающие подсушивание, обработку ксилолом и
наклеивание покровного стекла в таблице 2 обозна-
чены как “заключение в монтирующую среду”.

Методы просветления для изучения структуры 
семязачатка подсолнечника

Одним из способов, позволяющих быстро оце-
нить стадию развития семязачатка, проверить на-
личие зародыша и эндосперма, обнаружить апо-
спорические зародышевые мешки, является при-
готовление тотальных препаратов семязачатков с
обработкой просветляющими жидкостями.

Для просветления семязачатков подсолнечни-
ка мы использовали метилбензоат (Voronova,
2008), хлоралгидрат, реагент BioClear. Перед про-
светлением материал, зафиксированный в фик-
саторе FAA (формалин, уксусная кислота и эти-
ловый спирт в соотношении 100 : 7 : 7 мл) отмы-
вали и переводили в 70° спирт.

Просветление метилбензоатом

Для постепенного замещения спирта метил-
бензоатом материал проводят через серию смесей
(табл. 2). Необходимо иметь в виду, что на заклю-
чительных стадиях проводки (в смеси III) матери-
ал становится полупрозрачным и плохо заметным
в растворе. Из чистого метилбензоата семязачат-
ки переносятся на предметное стекло в каплю ме-
тилбензоата – для изготовления временных пре-
паратов, или в каплю канадского бальзама или
аналогичной монтирующей среды – для постоян-
ных препаратов. Временные препараты можно
размонтировать, материал пригоден для пропит-
ки парафином с последующим получением сре-
зов по общепринятой методике (Voronova, 2008).

Просветление хлоралгидратом

Семязачатки помещали в раствор хлоралгидрата
на 1–2 ч перед началом наблюдения, затем их пере-
носили на предметное стекло в каплю раствора хло-
ралгидрата и закрывали покровным. Раствор хло-
ралгидрата для просветления готовили из расчета
5 г хлоралгидрата на 2 мл дистиллированной воды
(Pausheva, 1974; Barykina et al., 2000).

Для более детального исследования и хране-
ния временные препараты можно перевести в по-
стоянные. Для этого необходимо: снять покров-
ное стекло, перенести материал в 70° спирт и сде-
лать проводку в парафин по общепринятой
методике (Prozina, 1960; Barykina et al., 2000). Та-
кие постоянные препараты не имеют каких-либо
особенностей по сравнению с препаратами, изго-
товленными без просветления.

Просветление раствором BioClear

BioClear, используемый для удаления парафи-
на перед окраской постоянных препаратов, ха-
рактеризуется просветляющими свойствами и да-
ет удовлетворительные результаты при изготов-
лении временных препаратов.

Для просветления данным раствором материал,
хранящийся в 70° спирте, был переведен в абсолют-
ный спирт или Dehyol Absolute (Bio-Optica), а затем
помещен в BioClear (2 смены по 30 минут). Затем
материал переносили в свежий раствор BioClear, в
котором материал находился в течение 2–3 суток
до начала наблюдения.

В отличие от метилбензоата и хлоралгидрата,
материал, просветленный с помощью BioClear,
использовать для получения срезов пока не уда-
лось. В опыте к семязачаткам в растворе Bio Clear
была добавлена парафиновая стружка, емкости
были установлены в термостат при температуре
+60°С. После испарения растворителя (около
1 месяца) вокруг материала обнаруживалось тягу-
чее липкое вещество, сохранялся характерный за-
пах Bio Clear, дальнейшая обработка материала
для изготовления срезов была невозможна.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при окрашивании препаратов
представителей рода Helianthus по общераспро-
страненным стандартным методикам окраски
(Barykina et al., 2000; Zhinkina, Voronova, 2000; Ka-
melina et al., 1992) некоторые красители дают
слишком бледную окраску (например, алциано-
вый синий) или практически полностью вымыва-
ются на следующем этапе обработки (например,
сафранин). Для устранения этих недостатков бы-
ли адаптированы классические схемы окраски
препаратов за счет следующих приемов:
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– увеличения длительности воздействия кра-
сителей;

– воздействия повышенной температуры при
окраске;

– сокращения времени воздействия веществ
(например, спирт, уксусная кислота), вымываю-
щих краситель, но необходимых для некоторых
этапов окраски (например, обезвоживание спир-
том перед переводом препаратов в ксилол);

– смены очередности красителей;
– изменения способа обезвоживания препара-

тов (сушка в термостате вместо обработки спир-
том).

Анализ различных протоколов окраски пока-
зал, что, применяя эти модификации, для под-
солнечника можно использовать практически все
классические красители, применяемые для визу-
ализации структур при световой микроскопии
(гематоксилин, фуксин, сафранин, толуидино-
вый синий и др.). Однако, следует отметить, что
окраску толуидиновым синим лучше применять в
начале исследования, она позволяет быстро полу-
чить представление о внутреннем строении объекта
исследования, уточнить стадии развития зафикси-
рованного материала и подобрать наиболее подхо-
дящие параметры дальнейшей гистологической об-
работки (толщина срезов, красители и др.).

Окрашивание гематоксилином по Гейденгай-
ну дает хорошие результаты и является одним из
оптимальных вариантов окраски для изучения за-
родышевого мешка и зародыша.

Гематоксилин по Эрлиху может быть применен
при исследовании семязачатка до формирования
зародышевого мешка, а также пыльника до распада
тетрад и формирования пыльцевых зерен. Лучшие
результаты при окраске гематоксилином по Эрлиху
получаются, если сначала окрашивать гематокси-
лином, затем алциановым синим.

Окраски реактивом Шиффа в сочетании с ал-
циановым или толуидиновым синим и сафрани-
ном с алциановым синим подходят практически
для всех репродуктивных структур на различных
стадиях развития. Эти красители дают четкое,
контрастное изображение ядер и клеточных сте-
нок, изображение не перегружено темными тона-
ми. При этом окраска сафранином занимает
меньше времени и не требует специальных усло-
вий для хранения реактивов, в отличие от реакти-
ва Шиффа, который очень чувствителен к соблю-
дению условий его хранения.

Для определения качества пыльцы подсолнеч-
ника оптимально использовать раствор ацетокар-
мина, при этом можно получить как временные,
так и постоянные препараты.

Для просветления семязачатков подсолнечни-
ка могут быть применены хлоралгидрат, метил-
бензоат, реагент BioClear. Материал, обработан-

ный хлоралгидратом или метилбензоатом, после
просмотра временных препаратов может быть пе-
реведен в парафин и использован для изготовле-
ния классических постоянных препаратов.
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OVERVIEW OF TECHNIQUES TO PREPARE LIGHT MICROSCOPIC MOUNTS 
OF HELIANTHUS (ASTERACEAE) REPRODUCTIVE STRUCTURES
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aKomarov Botanical Institute RAS 
Prof. Popov Str., 2, St. Petersburg, 197022, Russia
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There are many investigations concerning material processing and staining of permanent or temporal mounts
for light microscopy, and there are many works on Helianthus embryology either with the description of the
methods or without it. Our aim was to make a review of these methods and to customize existing methods of
permanent and temporal mounts staining for the work with representatives of the genus Helianthus to get
good quality photo images.

Wild perennial species Helianthus ciliaris, H. tuberosus, H. maximilianii, as well as cultivated forms of annual
sunflower H. annuus were included in our research. The most of methods were worked out on H. ciliaris, and
then were successfully used in the work with other Helianthus species listed above.

When following classical methods, some stains become very pale or wash out completely during processing
of the sunflower mounts. We developed some practices to avoid these failures. They are: prolongation of
stains exposure; staining at higher temperature; reducing the time of processing by ethanol, acetic acid and
other substances that can wash out the stain; changing the order of stains exposure; changing the way of
mounts dehydration (drying in thermostat instead of treatment by absolute ethanol).
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We found out optimal techniques for staining of male and female reproductive structures of sunflower and
the methods suitable for all structures: toluidine blue, Schiff’s reactive with alcian or toluidine blue as count-
er-stains, safranin with alcian blue. It is convenient to use acetocarmine solution for the estimation of sun-
flower pollen viability.
Chloral hydrate, methyl benzoate or “Bio Clear” solution are applicable reagents for clearing ovules. The ma-
terial after chloral hydrate or methyl benzoate is satisfactory to embed in paraffin and to make permanent
mounts.

Keywords: Helianthus, staining methods, clearing methods, permanent mounts
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