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Практический опыт выявления ядрышко-
вых организаторов методом импрегнации солями 
сереб ра срезов неизмененных тканей, при пред-
раковых заболеваниях и опухолевом росте раз-
личных локализаций [1, 3–8] показывает, что он, 
при всей своей простоте, не лишен некоторых 
недостатков. К их числу мы относим: частое 
отклеивание срезов от предметного стекла во 
время окрашивания, перекрашивание или сла-
бое окрашивание препаратов либо полностью 
отрицательные результаты окраски и выпадение 
осадков металлического серебра. Поэтому нами 
предложена модификация методики, улучшающая 
выявление ядрышковых организаторов.

В основу модификации положен двухэтапный 
метод Y. Daskal и соавт. [13], преимущество кото-
рого заключается в создании ядра серебрения на 
реакционноспособных группах аргирофильных 
белков (С23, В23) на первом этапе и дальнейшее 
проявление участков отложения серебра более 
сильным проявителем с применением формальде-
гида на втором этапе, что существенно укорачива-
ет время окраски и устраняет выпадение осадков 
металлического серебра. При этом мы рекомен-
дуем перед обработкой срезов раствором AgNO3 
(см. пункт 9) наносить на них стеклянной палоч-
кой каплю коллоидного проявителя (2% желатина 
на 1% водном растворе муравьиной кислоты), 
размер которой определяют опытным путем, что 
усиливает связывание серебра с реакционноспо-
собными химическими группами на первом этапе 
окрашивания.

Отклеивание срезов, особенно если не удается 
приготовить тонкие срезы (3–4 мкм), в данной 
модификации предотвращается за счет замены 
дистиллированной воды в растворах на 96º эти-
ловый спирт. Водный 2 н. раствор муравьиной 

кислоты по Н.Н. Мамаеву и соавт. [10] нами заме-
нен на спиртовый. Следует также отметить, что 
для предотвращения отклеивания срезов бывает 
полезно перед окрашиванием подержать стекла 
с наклеенными срезами 2–3 сут в термостате при 
температуре 40–42 ºС.

Экспериментальными исследованиями 
В.Я. Бирштейна [2] на препаратах хромосом, при-
готовленных из суспензии клеток костного мозга 
лабораторных мышей, было показано, что пред-
варительная обработка препаратов в 0,1 н. водном 
растворе NаOH повышала интенсивность окраски 
ядрышковых организаторов. Апробировав данную 
процедуру на гистологических срезах, мы обна-
ружили, что обработка срезов в 0,1 н. растворе 
NаOH значительно улучшала результаты окра-
ски. Химизм данного явления, по нашему мнению, 
сводится к разблокированию и умножению числа 
реакционноспособных S—S-, SH-, C—O-групп 
аргирофильных белков ядрышка. Данная про-
цедура с успехом может заменить высокотемпе-
ратурную обработку срезов, рекомендованную 
рядом авторов с аналогичной целью, при которой 
используются дорогостоящие автоклавы [12, 15].

Таким образом, разработанная нами модифи-
кация выглядит следующим образом:

1) операционный или биопсийный материал 
фиксируют как можно раньше после его взятия в 
10% растворе нейтрального формалина, забуфе-
ренного по Р. Лилли (рН 7,4) [9] в течение 24 ч;

2) проводят и заливают материал в парафин по 
стандартной методике, получают гистологические 
срезы толщиной 3–4 мкм;

3) депарафинированные срезы обрабатывают 
в фиксаторе Карнуа (1 часть ледяной уксусной 
кислоты и 3 части 96º этилового спирта) в течение 
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45 мин при температуре 4 ºС по В.М. Погорелову 
[11];

4) промывают в двух порциях 96º этилового 
спирта;

5) обрабатывают срезы в 2 н. растворе мура-
вьиной кислоты на 96º этиловом спирте в течение 
20 мин;

6) промывают в двух порциях 96º этилового 
спирта, во второй порции спирта срезы оставляют 
(их можно окрашивать по мере надобности);

7) обрабатывают срезы в 0,1 н. NаOH, при-
готовленном на 50% растворе этилового спирта, в 
течение 2 мин 30 с;

8) промывают в 96º этиловом спирте и крат-
ковременно просушивают срезы на воздухе;

9) наслаивают на препарат одну каплю 100% 
раствора нитрата серебра (раствор готовят непо-
средственно перед проведением реакции, раство-
ряя 1 г AgNO3 в 1 мл дистиллированной воды) 

и инкубируют в термостате при 60 ºС в течение 
1 мин 40 с во влажной камере (чашка Петри с 
фильтром, смоченным дистиллированной водой);

10) препарат извлекают из термостата и насла-
ивают на срез 1 каплю 40% раствора формаль-
дегида и 1 каплю коллоидного проявителя, при-
готовленного по W.M. Howell и D.A. Black (2% 
желатина на 1% водном растворе муравьиной кис-
лоты) [14] и снова инкубируют в течение 20–50 с 
в термостате при той же температуре;

11) промывают срезы в 4 порциях дистиллиро-
ванной воды;

12) обрабатывают срезы в ацетатном буфере 
(рН 2,4) в течение 1 мин;

12) докрашивают препараты 0,2% водным рас-
твором метилового зеленого на ацетатном буфере 
(рН 2,4) в течение 10–15 с. Метиловый зеленый 
предварительно должен быть тщательно очищен 
хлороформом [9];
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Ядрышковые организаторы при импрегнации AgNO3.

 а — лимфоплазмоцитарный инфильтрат в слизистой оболочке желудка; б — эндометрий в фазе секреции менструального цикла; 
в — непролиферативная форма железисто-фиброзной мастопатии; г — метастаз колоректального рака в печень. Ув. 1100.
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13) после кратковременной дифференцировки 
(2–3 мин) в n-бутиловом спирте препараты обра-
батывают толуолом и заключают в полистирол.

Результат: на фоне окрашенной в зеленова-
тый цвет нуклеоплазмы определяются светло-
коричневые ядрышки, в которых отчетливо видны 
гранулы черного цвета (рисунок, а – г).

Преимущества представленной модифика-
ции по сравнению с существующими вариантами 
метода выявления ядрышкообразующих районов 
хромосом состоят в отсутствии выпадения осад-
ков металлического серебра, уменьшении закра-
шивания хроматина ядра, стабильности и отчет-
ливости выявления гранул серебра в ядрышках, 
кроме этого даже толстые гистологические срезы 
не отклеиваются от предметного стекла во время 
окрашивания.
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MODIFIED METHOD FOR THE DEMON-
STRATION OF ARGYROPHILIC PROTEINS 
IN THE NUCLEOLAR ORGANIZER REGIONS 
IN PARAFFIN SECTIONS

I.P. Bobrov, A.M. Avdalyan, T.M. Cherdantseva, 
V.V. Klimachyov, A.F. Lazarev, V.M. Briukhanov, 
V.S. Doroshenko, V.Ya. Gervald, A.Yu. Dolgatov and 
M.V. Kovrigin

The modified method of staining of argyrophilic nucleolar 
organizer regions (AgNORs) by silver nitrate is presented. This 
modification eliminates some disadvantages of an original tech-
nique. The method accelerates staining and prevents the precipi-
tation of deposits.

Key words: nucleolar organizer regions, silver nitrate stain-
ing
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