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LABORATORIO DI 
ISTOLOGIA
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• Norme di comportamento
• Abbigliamento
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Quali sono gli strumenti a 
disposizione dell’istologo per 
lo studio della cellula e dei
tessuti?
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•Stufa per inclusioni in paraffina,37°•Stufa per paraffina,50-60°



Created by G. PapaccioBilancia elettronica Armadio vetreria

microtomo
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Cappa sterileCappa chimica
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Incubatore
Centrifughe da banco
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distillatoreautoclave
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microscopio
ottico o “luce”
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Microscopio ottico
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condensatore

lampada

preparato

obiettivo

oculare
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è più importante:
l’ingrandimento

o
il potere di 

risoluzione?
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Questo è quello che Questo è quello che 
succede quando si succede quando si 
ingrandisce ingrandisce 
indefinitamente indefinitamente 
un’immagine.un’immagine.

Ciò si ottiene aumentando Ciò si ottiene aumentando 
invece il potere di invece il potere di 
risoluzionerisoluzione



Created by G. Papaccio

il potere risolutivo
di uno strumento

(e non l’ingrandimento)
determina il massimo livello di 
dettaglio che si può ottenere 

nell’immagine



Created by G. Papaccio

Il limite di risoluzione dei microscopi:
Il limite di risoluzione di un microscopio, cioè la minima 
distanza alla quale due punti possono essere visti come 
separati può essere calcolato con la formula di Abbe:

Dove l è la lunghezza d’onda della sorgente di luce 
utilizzata, N è l’indice di rifrazione del mezzo interposto 
fra lente e preparato e a è il semiangolo della lente 
dell’obiettivo
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Il limite di risoluzione dei microscopi

Il limite di risoluzione può essere migliorato (diminuito):
• diminuendo l
• aumentando il prodotto Nsena (detto apertura 

numerica, NA) per esempio interponendo fra obiettivo 
e campione un olio con un indice di rifrazione simile a 
quello del vetro (1,518): NA è tipicamente 0,65 per un 
obiettivo a secco e 1,25-1,6 per un obiettivo ad 
immersione
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tipi di 
microscopio

Microscopio 
elettronico a 
scansione

Microscopio 
elettronico a 
trasmissione

Elettroni

Stereo-
microscopio

Microscopio 
ottico

Luce 
visibile

Fonte di 
energia

Morfologia 
esterna

Sezioni di 
tessuto

Tipo di osservazione
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase

• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– a trasmissione

– a scansione
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Altri 
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• A contrasto di fase

• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– in trasmissione

– a scansione
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Microscopio a contrasto di fase

Permette l’osservazione diretta del materiale 
vivente, ad esempio cellule in coltura 
senza sottoporle preventivamente ad 

alcun trattamento o colorazione
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Microscopio a contrasto di fase
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Microscopio a contrasto di fase

Esistono due anelli complementari, uno nel 
condensatore, l’altro fra obiettivo e oculare 
o nell’obiettivo stesso, mediante il quale le 
differenze di fase del fascio luminoso che 

attraversano il preparato vengono 
convertite in differenze di intensità, 

aumentando il contrasto dell’immagine.
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Osservazione a contrasto di fase
Gli oggetti visti in campo chiaro 
hanno poco contrasto; per migliorare 
le immagini è possibile sfruttare le 
lievi differenze di indice di rifrazione 
del materiale da osservare rispetto al 
mezzo circostante applicando nel 
condensatore delle variazioni di fase 
alla luce che raggiunge il preparato e 
applicando variazioni opposte 
nell’obiettivo: i raggi luminosi che 
sono stati modificati saranno soggetti 
a fenomeni di interferenza che li 
renderanno più chiari o più scuri
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Microscopio a contrasto di fase

Le cellule (sopra) sono quasi 
invisibili in campo chiaro, ma 
possono essere osservate 
chiaramente in contrasto di fase 
(sotto).
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase

• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– in trasmissione

– a scansione
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Microscopia ad interferenza
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Altri 
microscopi
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• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– in trasmissione

– a scansione



Created by G. Papaccio

Microscopia in campo oscuro
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase
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– in trasmissione
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Microscopia a luce polarizzata
Immagini di 
capelli umani in 
luce normale 
(sinistra) e in luce 
polarizzata 
(destra). 

microscopio ottico composto utilizzabile per preparati il cui indice 
di rifrazione dipende dall’orientamento della luce. Il campione 
viene illuminato con luce polarizzata; alcune zone del campione 
appariranno scure, altre colorate.
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Microscopia Confocale

Il microscopio confocale a scansione laser ha la possibilità 
di produrre sezioni ottiche anche dello spessore di 0.5 nm e di 
acquisirle direttamente per fare una ricostruzione 3D del 
preparato osservato. I dati acquisiti possono poi essere 
analizzati per determinare il volume, l'area e la morfologia del
preparato o per osservarne la struttura da ogni punto dello spazio. 
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Microscopia Confocale
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Microscopia Confocale
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Microscopia Confocale

Glomerulo 
olfattivo
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase

• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– In trasmissione

– a scansione
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Microscopia a fluorescenza
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Microscopia a fluorescenza
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Le molecole fluorescenti possono 
assorbire solamente la luce di una 
certa lunghezza d'onda.

Esempio di fluorescenza semplice:
La marcatura rende visibili i nuclei 
cellulari ed in particolare i cromosomi 
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La fluorescenza si distingue in:

• Fluorescenza primaria: è intrinseca in alcuni 
componenti del preparato che trasformano i 
raggi ultravioletto di eccitazione in luce visibile 
(pigmenti lipoproteici, vitamina A).

• Fluorescenza secondaria: i preparati vengono 
trattati con reagenti speciali (fluorocromi), le cui 
singole molecole rendono localizzabili le 
sostanze a cui si legano mediante l’emissione di 
fluorescenza.
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase
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• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– in trasmissione

– a scansione
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il microscopio
elettronico a 
trasmissione

filamento
(catodo)

anodo

condensatore

preparato

obiettivo

proiettore

schermo
fluorescente

B
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Microscopia elettronica
• Preparazione del tessuto

– Fissazione in glutaraldeide
– Postfissazione in tetrossido di osmio
– Disidratazione con alcool
– Inclusione in plastiche acriliche o 

resine epossidiche

• Taglio all’ultramicrotomo
– Sezioni di 20-40 nm

• Aumento del contrasto
– Coloranti elettronici come acetato di 

uranile o citrato di piombo
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Esempio di 
microscopia
elettronica a 
trasmissione
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Le immagini di Le immagini di 
microscopia elettronica microscopia elettronica 
sono “in bianco e nero”.sono “in bianco e nero”.

Le parti Le parti ““ scurescure” ” sisi
diconodiconoelettrondenseelettrondense..

L’altissimoL’altissimo poterepotere
risolutivorisolutivo del ME del ME 
consenteconsentedidi distingueredistinguere
numerosenumerosecomponenticomponenti
subcellularisubcellulari..
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Altri 
microscopi

• A contrasto di fase

• Ad interferenza

• In campo oscuro

• A luce polarizzata

• A fluorescenza

• Confocale

• Elettronico

– in trasmissione

– a scansione
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Microscopio elettronico a scansione

• Risoluzione piu’ bassa rispetto alla
ME a trasmissione

• Consente di valutare il rilievo degli 
oggetti

• Usata per lo studio delle superfici
cellulari
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Macrofago in microscopia
elettronica a scansione
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Come si ottiene, a partire da 
tessuti biologici, una sezione 
da osservare al microscopio?
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Problema 1
• la luce del microscopio può attraversare

solo materiale di spessore molto ridotto
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Problema 2
• la maggioranza dei tessuti biologici sono

molli, al momento dell’espianto
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– Fissazione (es. con aldeidi)

– Inclusione

– In alternativa: congelamento
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Problema 3
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sequenza dei passaggi in una
tipica procedura istologica

1. Fissazione di un campione di tessuto in formaldeide

2. Ovvero congelamento

3. Disidratazione

4. Inclusione del pezzo in paraffina

5. Taglio al microtomo

6. Distensione delle sezioni sul vetrino portaoggetto

7. Sparaffinatura e Scala decrescente degli alcooli fino ad 
acqua

8. “Immersione” in soluzioni di coloranti

9. Nuova disistratazione

10. Diafanizzazione con solventi

11. Apposizione mediante balsamo del vetrino coprioggetto
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Comuni colorazioni istologiche e 
reazioni

REAGENTE RISULTATO
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lo striscio
di sangue

Lo Lo ““ striscio”, una delle striscio”, una delle 
tecniche istologiche tecniche istologiche 
più diffuse, consente lo più diffuse, consente lo 
studio microscopico studio microscopico 
delle cellule del sangue delle cellule del sangue 
e si distingue dal e si distingue dal 
protocollo “generico” protocollo “generico” 
appena delineato appena delineato 
perché, ovviamente, perché, ovviamente, 
non richiede il taglio non richiede il taglio 
del tessuto.del tessuto.
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strisciostriscio



Created by G. Papaccio

Altre
tecniche

• Colture cellulari

• Coloranti vitali

• Istochimica

• Immunoistochimica

• Immunofluorescenza

• Tecniche speciali

– Traccianti assonali

– Tecniche combinate
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Colture cellulari

Le colture in vitro rappresentano validi 
sistemi artificiali nei quali cellule singole o 

frammenti tissutali o organi embrionali 
continuano a svolgere la loro funzione 

specifica, per un tempo limitato, simulando 
artificialmente le condizioni di crescita in 

vivo e controllando l’influenza che 
regolano lo sviluppo delle diverse 

popolazioni cellulari
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COLTURE CELLULARI
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Citochimica e Istochimica

La citochimica permette di studiare la specifica
localizzazione cellulare di sostanze particolari.

Tale analisi viene definita istochimica quando si
prefigge di localizzare particolari molecole non 

solo nelle cellule ma anche nei tessuti
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Citochimica e 
congelamento-

frattura
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Citochimica e istochimica

I metodi cito-istochimici di colorazione si 
basano sulla capacità di determinati 
reagenti di interagire con specifiche 
sostanze, presenti nelle cellule e nei 

tessuti, dando luogo a prodotti di reazione 
colorati, visibili al microscopio.
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Immunofluorescenza e 
immunoistochimica

• Metodi altamente sensibili per la localizzazione
di proteine o polisaccaridi nei tessuti

• IF: anticorpi coniugati con sostanze fluorescenti

• IIC: anticorpi coniugati con enzima perossidasi
(rivelato poi da una reazione istochimica)
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Metodo immunoistochimico
diretto ed indiretto
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Esempio di 
immunoistochimi-

ca diretta
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Esempio di immunoistochimica su sezioni di 
testicolo di ratto

La freccia 
indica la 
distribuzione 
della occludina
nella barriera 
emato
testicolare


