
Въведение                                 
в клетъчната биология

1. Предмет и задачи на цитологията, хистологията 
и ембриологията

2. Историческо развитие на дисциплините
3. Микроскопия – видове микроскопи
4. Методи за микроскопски наблюдения
5. Специални методи на хистологично изследване           

– клетъчно култивиране и клетъчно
фракциониране, хистоавторадиография и 
рентгеноструктурен анализ 

6. Техники на клетъчната и молекулярната 
биология – хистохимия, имунохистохимия, 
хибридохистохимия
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Цитология = Клетъчна биология:
(Gr. cytos, клетка + logos, наука)

Предмет на цитологията, 
хистологията и ембриологията

Хистология:
(Gr. histos, тъкан + logos, наука)

 обща хистология

 специална = органна, микроскопска анатомия

Ембриология: (Gr. έμβρυον, зародиш + logos)

 обща ембриология (ембриогенеза)

 специална ембриология (органогенеза)
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Предмет и задачи 
на анатомията

 Систематична анатомия

 Топографска и клинична анатомия

 Пластична (приложна) анатомия

 Динамична анатомия

 Образна анатомия

 Сравнителна анатомия 
Филогенеза (phylon, род + genesis, 
развитие)

Онтогенеза (onthos, индивид + genesis, 
развитие): ембриология

 Антропология (anthropos [ανθρωπος]) –
наука за човека

 Морфология = анатомия + цитология + 
хистология + ембриология
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Историческо развитие на 
цитологията и хистологията

 Период на наблюдения (1590-1839)

Robert Hooke, 1665

Antony van Leeuwenhoek, 1678

 Период на обобщение (1839-)

Клетъчна теория: Schleiden и Schwann 
(1838-1839)

Omnis cellula e cellula: Rudolf Virchow 
(1852)

Omnis nucleus

e nucleo:(1860)

Walther Flemming                                      –

основателна цитогенетиката
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 Период на изучаване 

структурата на клетката

 Период на клетъчна и    

молекулярна биология – ХХ век

Биохимична цитология

Цитогенетика

Цитофизиология

Молекулярна биология

Клетъчна екология

Историческо развитие на 
цитологията и хистологията
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Prof. Dr. Nikolai Lazarov
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История на                                
светлинната микроскопия

NB: изобретяването на първия микроскоп е приписвано на холандските оптици  Hans и Zacharias 
Janssen през 1590
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Émile DUCLAUX METCHNIKOFF 
Émile ROUX 

Albert CALMETTE Jules BORDET 



Проф. д-р Николай Лазаров

8

Микроскопия

 Видове микроскопи:

 светлинен (оптичен) микроскоп

 фазовоконтрастен микроскоп

 интерферентен микроскоп

 диференциален интерферентен микроскоп (DIC)

 флуоресцентен микроскоп

 поляризационен микроскоп

 конфокален сканиращ микроскоп

 електронен микроскоп (ЕМ)

 трансмисионен ЕМ (ТЕМ)

 сканиращ ЕМ (СЕМ)

 сканиращ тунелен микроскоп (СТМ)

 атомно-силов микроскоп
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Светлинен микроскоп

Ernst Abbe

Carl Zeiss

 Механична част:

 статив

 предметна (обектна) масичка

 тубус

 Оптична (увеличителна) част:

 окуляр

 обективи – видове

 кондензор

 Осветителна част:

 светлинен източник 
(огледало или крушка)

 филтри

оптимизира 
микроскопския дизайн
(лещи и кондензор, 1853)
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Светлинна микроскопия

NB: Ernst Abbe въвежда математическо описание за 
разделителната способност на микроскопа
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Разделителна способност

 дълбочина на фокуса                                
(рязкостна дълбочина на обектива)
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Prof. Dr. Nikolai Lazarov
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Frederik Zernicke 
(1888 – 1966)

Нобелова 
награда за 

физика, 1953

 не изисква оцветяване                   

за наблюдение на препарата

 подходящ за изследване 
на живи клетки и за 
проследяване на клетъчния 
жизнен цикъл

Фазовоконтрастен микроскоп
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Интерферентен микроскоп

А. Lebedeff, 1930 – създава 
и конструира първия 
интерферентен микроскоп
 полезен за оценка на 
повърхностните свойства на 
клетките и други биологични 
обекти
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 предназначен за наблюдение на                      
обекти, видими благодарение                                  
най-вече на техния оптичен                           
анизотропен характер 
 позволява разпознаване на                                  
тъканни структури, съдържащи                       
ориентирани молекули (като напр.                       
целулоза, колаген, микротубули и 
микрофиламенти)

 два филтъра – поляризатор и анализатор

Поляризационенмикроскоп
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Albert H. Coons

1941 –

Флуоресцентен микроскоп

 използван за наблюдение на естествено
флуоресциращи (автофлуоресценция) 
молекули – невротрансмитери, витамин A
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Конфокален лазерно-сканиращ 
микроскоп

 техника за получаване на оптични снимки с висока резолюция
и реконструкцията им в триизмерни изображения

Marvin Minsky
1941 –
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1939, първият търговски
TEM от Siemens 
(Ruska, von Borries)

Max Knoll и Ernst Ruska 1931,
първият трансмисионен
електронен микроскоп (TEM)

Електронен микроскоп
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1965, Charles Oatley
първият сканиращ 

електронен микроскоп

(Stereoscan)

Електронен микроскоп



Проф. д-р Николай Лазаров

19

Светлинен vs.Електронен 
микроскоп

19
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Атомно-силов микроскоп
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Крио-електронна 
микроскопиа

Prof. Dr. Nikolai Lazarov
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Витални наблюдения

 Клетъчни и тъканни култури: in vitro и in vivo

 Първични:

 дисоциирани (цитокултури)

 експлантни (хистокултури)

 Вторични: клетъчни линии

Ross Granville 
Harrison

(1870-1959)

Alexis Carrel
(1873-1944)

Нобелова 
награда за
физиология или

медицина 1912

Приложения – инвертен микроскоп:

1. Изследване метаболизма на 
нормални и ракови клетки

2. Изследване на вируси, 
микоплазми и някои протозои

3. Създаване на ваксини

4. Цитогенетични изследвания:

 митози и хромозомен анализ

 човешки кариотип

 генетични заболявания

 генно и клетъчно инженерство

 Суправитална микроскопия



Проф. д-р Николай Лазаров

23

Методи за наблюдение на 
фиксирани клетки и тъкани

 Траен хистологичен препарат                    
– етапи:
 вземане на материал: 

биопсия, некропсия

 фиксация: видове фиксатори
 промиване
 обезводняване (дехидратация)
 просветляване
 включване: парафин – Klebs (1869)

 рязане: микротом – Oschatz (1843)

 оцветяване: видове оцветители

 монтиране

 Електронномикроскопски препарат

Johannes 
Purkinje

(1787-1869)
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Методи за наблюдение на 
фиксирани клетки и тъкани

Johannes 
Purkinje

(1787-1869)
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Интерпретация на структурите             
в тъканни срезове
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Виртуална микроскопия
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Метод на замразяване-ецване 
(Freeze-Etching, Freeze-Fracture)
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 ултрацентрофуга – T. Svedberg

 клетъчно фракциониране – A. Claude

 служи за изолиране на клетъчни части                            

(чисти фракции) чрез

диференциално центрофугиране

 центрофугиране в плътностен градиент

Theodor 
Svedberg

(1884-1971)
Нобелова 
награда, 

1926

Albert Claude

(1899-1983)
Нобелова 
награда, 

1974

Клетъчно фракциониране
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Авторадиография на
тъканни срезове

Antoine Lacassagne                            
(1884-1971)                                   
1924, разработва първия 
авторадиографски метод

Belanger и Leblond,
1946 – начало на модерната ARG
 електронномикроскопска

ARG
 светлинномикроскопска

ARG

 техника, която позволява локализацията
на радиоактивни вещества в тъканите чрез
ефекта на емитирана радиация
върху фотографски емулсии
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Sir William 
Henry Bragg
(1862-1942)

Sir William 
Lawrence Bragg
(1890-1971)
Нобелова награда
за физика, 1915

Рентгеноструктурен анализ

“за заслугите им за изследване на кристалоидни 
структури чрез рентгенови лъчи"

 метод за определяне подредбата          
на атомите в кристалите
 изучава пространствения строеж                
на молекулите в:

 протеини и ДНК

 холестерол и витамин B12

 хемоглобин и миоглобин, и др.
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Хистохимия и 
цитохимия

Хистохимия = СM резултати

Цитохимия =  ЕМ резултати

Качествен анализ: принципи

 да съхрани прижизнената структура на клетки и тъкани

 локализация в оригиналните им места в клетката:         
избягване на транслокация на продукта

 специфичност на хистохимичната реакция: 
позитивни и негативни контроли

Количествен анализ: микроспектрофотометрия

Основател на метода: Francois-Vincent Raspail (1794-1878) 
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Ензимохистохимия: 
принципи и приложения

 Ензим, субстрат, продукт

 Принципи:

 свеж, нефиксиран материал – криостат

 краткотрайна фиксация при ниска температура

 pH оптимум на доказвания ензим: буфери

 Основни изисквания:

 демонстриране на краен продукт, а не на ензима

 неразтворим продукт: истинска локализация в 
клетката

 цветен продукт: лесно разграничим от фона

Ензим + Субстрат = неоцветен реакционен продукт

Продукт + Оцветител (Боя) = неразтворим оцветен 

краен реакционен продукт
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Каталитична ензимохистохимия

 Хидролази: метод на Gomori (1950, 1952)

 кисела фосфатаза – лизозоми и комплекс на Golgi

Бъбрек 
на плъх

 оксидоредуктази:
метод на Nachlas (1957)

 сукцинатдехидрогеназа –
митохондрии

 катализира окислението на 
сукцинат до фумарат

сукцинат + акцептор = фумарат + редуциран акцептор

Бъбрек 
на плъх
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Доказване на протеини

 Хистохимичните методи обичайно                      
не позволяват идентификацията на 
специфични протени                                             
в клетките и тъканите 

 еластични влакна:
 орцеин

 резорцин-фуксин по Weigert

 аминокиселини:
 имунохистохимия

 химични групи:
 параалдехид-фуксин – невросекрет, инсулин

 разтворимост и изоелектрична точка
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Доказване на олиго- и 
полизахариди

 PAS-реакция (Periodic Acid-Schiff)

доказване на гликоген в тъканите

доказване на гликопротеини

доказване на гликозаминогликани
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Доказване на липиди

 Sudan IV
(червено)

 Sudan ІІІ 
(оранжево)

 Sudan В
(черно)

 Най-добре се 
визуализират след 
оцветяване с липобои:

http://www.botany.hawaii.edu/bot606/606Photo/BasicAnatomy/StainCSlip/CoverSlip_files/SudanBazOilSeed.jpg
http://www.botany.hawaii.edu/bot606/606Photo/BasicAnatomy/StainCSlip/CoverSlip_files/SudanBazOilSeed.jpg
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Доказване на                  
нуклеинови киселини

 основано на базофилията
на нуклеиновите киселини

 РНК: метод на Brachet

(1940-1941)

метилово зелено-пиронин

 ДНК: метод на Feulgen и 

Rossenbeck (1924)

(реакция на Feulgen)
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 свързване с ензим: 

PAP метод 
(Sternberger et al., 1970) 

ABC техника
(Hsu et al., 1981)

 свързване със                   
златни частици

 свързване с
флуоресцентно съединение: 
имунофлуоресцентен метод 

– Coons, 1941

 Методи за белязане на антитела:

 Основана на реакцията
антиген-антитяло

Имунохистохимия
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Имунохистохимия

 Методи за локализиране на антигени:

 директен метод – детектиране с флуоресцентен микроскоп

 индиректен метод – по-чувствителен, но многостъпален 

 Основана на реакцията
антиген-антитяло

40
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Имунохистохимични техники



Техники на 
молекулярната биология

 In situ хибридизация

 In situ PCR 
(полимеразна 
верижна реакция)

Хибридизация на сонди за 
специфични РНК в тъканни срезове = 
In situ хибридизация

42
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Sоuthern blotting –
определяне на специфични 

ДНК последователности,

Edwin M. Southern

Western blotting
(Immunoblotting,  
Protein blotting) –
определяне на       
специфични протеини

Northern blotting –

определяне на РНК фрагменти

(или изолирана иРНК) 

Хибридизационни техники
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In situ хибридизация

 Радиоктивна in situ хибридизация:

44
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 Нерадиоактивна in situхибридизация:
оригиналноразработенаотPardueиGall (1969), 

и (независимо) от John et al. (1969)

Схематично представяне на ИСХ процедура

Микроскопия

Имунохистохимична визуализация

In situ хибридизация (ИСХ)

Денатурация на таргетната ДНК
(сонда и мишена)

Подготовканапрепаратификсациянаматериала

Избор на сонда и нейното белязане

In situ хибридизация
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Медицински приложения

 картиране на гени

 локализация на 
генна експресия

 систематизация на
ядрена ДНК и РНК

 репликация

 клетъчно сортиране

 Във фундаменталните изследвания:

 В клиничната практика:

 биологична дозиметрия 

 цитогенетика

 пренатална диагностика

 генетични нарушения

 диагностика на                          
инфекциозни и злокачествени 
заболявания
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Конектомика

 connectome
 картографиране връзките между невроните 

 brainbow (мозъчна дъга)
 трансгенно рисуване в мозъка
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Благодаря ...


