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Цель настоящего исследования - определение связей между полученными на основе компьютерного 
анализа характеристиками AgNOR в популяциях интактных лимфоцитов у гибридных овец разных гено-
типов и выбор параметров для функциональной оценки ядрышек. Исследования проводили на животных с 
физиологического двора ФИЦ ВИЖ им. академика Л. К. Эрнста. Состояние AgNOR изучали в лимфоцитах пери-
ферической крови у гибридных овец трех генотипов гибриды: чистопородных романовских овец F1 с архаром 
(группа 1), гибриды, несущие 3/4 крови романовских овец и 1/4 крови архара (группа 2), и гибриды, имевшие 7/8 
крови домашней овцы и 1/8 крови архара (группа 3). Учитывали число аргирофильных зон (AgNOR), их общую 
площадь (ΣSNOR), среднюю плотность их окраски (DNOR), средние плотности окраски ядра (DN) и его участка, 
свободного от AgNOR (DF). Параметры, характеризующие аргирофильные зоны и коэффициенты корреляции 
между ними, рассчитывали по выборкам лимфоцитов, полученным от гибридов разного генотипа, и по их 
обобщенной популяции. Исследование препаратов проводили на оборудовании фирмы Альтами (Россия, С.- 
П.). Обработку и анализ изображений проводили средствами программы Image Scope 1.0 (СМА, Россия, М.). 
Наиболее тесные корреляции существуют между показателями плотности окраски, что свидетельствует 
о равной возможности использования их в оценке состояния аргирофильных зон. Установлено, что коэффи-
циенты корреляции между различными сравниваемыми признаками принимают значения от близких к 0 до 
1,0. Число AgNOR в клетке, их суммарная площадь и средняя плотность являются признаками, дополняющими 
друг друга, поскольку слабо коррелирует между собой. Для оценки состояния ядрышкообразующей системы 
целесообразно учитывать взаимодополняющие друг друга признаки: число AgNOR, их суммарную площадь, а 
также средние оптические плотности AgNOR (DNOR). Тесно коррелирующая со значениями DNOR величина сред-
ней плотности ядра может служить альтернативой этому показателю. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ: проект № 20-016-00116А и Минобрнауки России в рамках госу-
дарственного задания шифр темы 0445-2021-0005

Введение
Ядрышко - органелла, связанная с несущи-

ми гены рибосомных РНК (рРНК) участками хро-
мосом - ядрышковыми организаторами (ЯОР), 
активность и структура которой изменяется под 
действием ряда эндо- и экзогенных факторов.
Активизацию транскрипции локализованных в 
ЯОР рибосомных генов и ее процесс обеспечива-
ет группа кислых non-histone proteins (негисто-
новых) ядерных белков: С23-protein, B23-protein, 
UBF (upstream binding factor) РНК-полимераза I 
[1, 2], которые относятся к аргирофильным бел-
кам и специфически окрашиваются азотнокис-
лым серебром. Около 70 % ядерных белков, ко-
торые присутствуют в ядрах независимо от цик-
ла клетки, приходится на долю нуклеофозмина 

(В23) и нуклеолина (С23). Эти белки участвуют в 
регуляции РНК-полимеразы, транскрипции, ре-
пликации и рекомбинации ДНК и процессинге 
рРНК. Кроме того, они влияют на структуру хро-
матина, а также участвуют в процессах митоза 
и апоптоза. [1, 3]. Отмечено, что интенсивность 
окрашивания ядрышек азотнокислым серебром 
на 75 % зависит от содержания этих двух аргиро-
фильных белков [4]. Высокий уровень экспрес-
сии нуклеофозмина (В23) и нуклеолина (С23) 
наблюдается при многих пролиферативных за-
болеваниях [1]. Для оценки активности рибо-
сомных генов можно использовать содержания 
этих белков в ядрышке [5, 6]. 

Окраска клеток с помощью нитрата сере-
бра (AgNO3) позволяет провести качественную 
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и количественную оценку ядрышкообразую-
щих районов хромосом (ЯОР) и ядрышек [7]. 
Изменение параметров ядрышкового аппарата 
связано с особенностями функционирования 
клетки в онтогенезе [7, 8], при регенерации [9] 
и патологических процессах: эндокринных забо-
леваниях [10] и онкологии [11]. 

Показано, что активность ядрышкообра-
зующего аппарата усиливается при вакцинации 
[12] и применении биологически активных ве-
ществ [13]. Активность ядрышковых организато-
ров влияет и на уровень экспрессии качествен-
ных признаков [14, 15]. Анализ литературных 
данных свидетельствует о том, что параметры 
ядрышка могут быть использованы для оценки 
уровня пролиферации и биосинтеза белка при 
оценке состояния организма.

Целью данного исследования являлось 
изучение сопряженности отдельных параме-
тров ядрышкового аппарата у гибридов архара 
с домашней овцой. Впервые изучена корреля-
ционная взаимосвязь различных параметров, 
характеризующих состояние аргирофильных 
зон у гибридов разного генотипа, полученных 
в результате межвидовой гибридизации архара 
(Ovis ammon) с домашней овцой (Ovis aries).

Материалы и методы исследований
Работа выполнена в лаборатории клеточ-

ной инженерии Федерального государственного 
бюджетного научного учреждении «Федераль-
ный исследовательский центр животноводства 
– ВИЖ имени академика Л.К. Эрнста». Матери-
алом для изучения состояния ядрышкового ап-
парата являлась кровь, полученная из яремной 
вены от гибридов разных поколений, получен-
ных на физиологическом дворе Федерального 
исследовательского центра ВИЖ им. академи-
ка Л.К. Эрнста (табл. 1). Было исследовано три 
группы животных: 

• гибриды F1 (½ Ovis aries ½ Ovis ammon);
• гибриды F2 ( ¾ Ovis aries ¼ Ovis ammon);
• гибриды F3 (⅞ Ovis aries ⅛ Ovis ammon).

Таблица 1
Характеристика исследуемого поголовья

Группа Генотип животных
Исследовано 

Голов Клеток 
1 ½ Ovis aries ½ Ovis ammon 4 60
2 ¾ Ovis aries ¼ Ovis ammon 5 76
3 ⅞ Ovis aries ⅛ Ovis ammon 5 65

Всего 14 201

Мазки крови фиксировали в метиловом 
спирте и окрашивали 50% раствором нитрата 

серебра в соответствии с протоколом окрашива-
ния по методу Хавелла-Блейка [7]. Микроскопию 
полученных препаратов проводили с помощью 
микроскопа Альтами БИО7, оснащенного циф-
ровой камерой UHCCD03100KPA. Полученный 
материал исследовали под масляной иммерси-
ей (увеличение 100˟). Результаты исследования 
документировали с помощью цифровой виде-
окамеры UHCCD03100KPA и программы Image 
Scope 1.0 (Системы для микроскопии и анализа, 
Москва). Цифровую обработку и анализ изо-
бражений, полученных с помощью программы 
Image Scope 1.0., проводили по разработанному 
нами алгоритму [16] 

Для характеристики ядрышкового аппара-
та использовали следующие параметры, опре-
деляемые в каждой клетке: 

Ø AgNOR - число аргирофильных зон в 
клетке;

Ø ΣSNOR общая площадь ядрышек, выра-
женная в логических единицах,

Ø Интенсивность окраски ядра и его раз-
личных областей в логических единицах.

Интенсивность (плотность) окраски опре-
деляли по формуле:

D =254 – F, где 
D — плотность окраски;
254- число логических единиц, соответ-

ствующее белому цвету;
F- среднее значение яркости объекта в 

логических единицах.
Определяли среднюю плотность окра-

ски аргирофильных зон (DNOR), а также средние 
плотности окраски ядра (DN) и его участков, сво-
бодных от ЯОР (DF). Для характеристики аргиро-
фильных зон клеток также определяли величи-
ну экстинции по формуле:

EXTN=DN-DF, где
EXTN- экстинция аргирофильных зон; 
DN- средние плотности окраски ядра;
DF - средние плотности окраски участков, 

свободных от ЯОР 
В качестве интегральной оценки рассчи-

тывали оптический эквивалент ЯОР
OENOR=DNOR ͯ ΣSNOR , где
OENOR- оптический эквивалент ЯОР;
DNOR- плотность окраски аргирофильных 

зон;
ΣSNOR -плотность окраски аргирофиль-

ных зон
Для определения величины DNOR исполь-

зовали формулу:
DNOR= (SN˟DN- SF˟DF) / ΣSNOR, где 
SN-площадь ядра;
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DN -средняя плотность ядра;
SF площадь свободной от ядрышек зоны 

ядра;
DF и средняя плотность свободной от 

ядрышек зоны; 
Подобный подход позволяет ускорить 

процесс анализа аргирофильных структур, ис-
ключив необходимость измерения параметров 
каждого ядрышка, одновременно снизив по-
грешность измерения ΣSNOR и DNOR. Помимо сред-
них величин анализировали корреляции между 
изучаемыми признаками.

Параметры, характеризующие зоны 
AgNOR и корреляции между ними, определяли 
в выборках лимфоцитов, полученных от гибри-
дов разного генотипа, и по их обобщенной по-
пуляции. Цифровой материал подвергали стати-
стической обработке по стандартным програм-
мам вариационной статистики согласно пакету 
программ Microsoft Excel-2007 с определением 

критерия достоверности по Стьюденту.
Результаты исследований
Величины коэффициентов корреляции 

между параметрами аргирофильных зон у ги-
бридных овец приведены в таблице 2.

Из приведенных в таблице 2 данных 
видно, что коэффициенты корреляции между 
различными сравниваемыми признаками при-
нимают значения от близких к 0 до 1,0. Наибо-
лее тесные связи в исследованных группах вы-
явлены между всеми показателями плотности 
окраски. Корреляция между средней плотно-
стью окраски ядер (DN) и плотностью окраски 
их областей, свободных от аргирофильных зон 
(DF), в среднем по выборке и в группах гибридов 
разной кровности по архару была близка к 1,0 
(р˂0,001). 

Коэффициент корреляции между сред-
ними плотностями окраски ядер (DN) и аргиро-
фильных зон (DNOR) в среднем по выборке равен 

Таблица 2
Корреляционная взаимосвязь параметров аргирофильных зон ЯОР гибридов разного генотипа

Показатель Группа DN DF EXTN AgNOR ∑SNOR DNOR OENOR OEОТН

DN

1 - 0,99*** 0,03 -0,21 0,03 0,70*** 0,16 0,19
2 - 0,99*** 0,10 -0,26* -0,05 0,78*** 0,11 0,29*

3 - 1,00*** 0,03 -0,13 -0,14 0,67*** 0,02 0,07

Общий - 0,99*** 0,15 -0,16* -0,01 0,68*** 0,07 0,25**

DF

1 - - -0,08 -0,22 -0,06 0,67*** 0,06 0.08

2 - - -0,01 -0,30** -0,15 0,76*** 0,02 0,19

3 - - -0,07 -0,14 -0,23 0,65*** -0,06 -0,01

Общий - - 0,04 -0,19* -0,09 0,66*** 0,07 0,15*

EXTN

1 - - - 0,15 0,77*** 0,20 0,83*** 0,94***

2 - - - 0,36*** 0,84*** 0,23* 0,88*** 0,92***

3 - - - 0,06 0,87*** 0,12 0,85*** 0,79***

Общий - - - 0,26*** 0,81*** 0,27*** 0,83*** 0,89***

AgNOR

1 - - - - 0,21 -0,16 0,17 0,13
2 - - - - 0,43*** -0,16 0,39*** 0,26*

3 - - - - 0,27* 0,22 0,33* 0,22
Общий - - - - 0,33*** 0,03 0,32*** 0,23**

∑SNOR

1 - - - - - -0,09 0,98*** 0,87***

2 - - - - - -0,02 0,97*** 0,82***

3 - - - - - 0,12 0,97*** 0,84***

Все - - - - - 0,07 0,95*** 0,84***

DNOR

1 - - - - - - 0,08 0,12
2 - - - - - - 0,19 0,20
3 - - - - - - 0,33* 0,18

Общий - - - - - - 0,33*** 0,25**

OENOR

1 - - - - - - - 0,90***

2 - - - - - - - 0,85***

3 - - - - - - - 0,87***

Общий - - - - - - - 0,87***

* - - р˂0,05; ** - р˂0,01; *** - р˂0,001
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0,68 (р˂0,001), в группах гибридов он колебался 
от 0,67 (р˂0,001) до 0,78 (р˂0,001). Для средних 
плотностей аргирофильных зон (DNOR) и свобод-
ных от них областей (DF) коэффициент корреля-
ции в среднем по выборке равен 0,66 (р˂0,001), 
а по группам он колебался от 0,65 (р˂0,001) до 
0,76 (р˂0,001). Оказалось, что средняя плотность 
окраски ядра и его анализируемых областей не 
зависит от общей площади аргирофильных зон. 
Сходный характер корреляций был отмечен 
нами ранее и у коз [17].

Подобная зависимость между анализиру-
емыми показателями обусловлена тем, что DN,
по сути, является функцией от DF и DNOR. Этим же 
объясняются и высокие положительные коэф-
фициенты корреляции DN и DF с DNOR (р˂0,001). 
Близкой к 1,0 корреляцией между DF и DN объ-
ясняется практически полное отсутствие связи 
этих показателей с EXTN.

Высокий коэффициент корреляции харак-
теризует связь величин OENOR и EXTN в среднем 
он равен 0,83 (р<0,001), с колебаниями от 0,83 
(р<0,001) до 0,83 (р<0,001). Величина EXTN также 
имеет высокий коэффициент корреляции с об-
щей площадью аргирофильных зон. В среднем 
по выборке r=0,81 (р<0,001), с колебаниями от 
0,77 (р<0,001) до 0,87 (р<0,001). Общая площадь 
ядрышковых организаторов (∑SNOR) имеет высо-
кую корреляцию и с OENOR. В среднем по выбор-
ке и по группам она находилась практически на 
одном уровне: от 0,95 до 0,98 (р<0,001).

Число AgNOR в клетке слабо коррелирова-
ло с их суммарной площадью. В среднем коэф-
фициент корреляции между этими признаками 
был равен 0,33 (р˂0,001) и колебался по группам 
гибридов от 0,21 до 0,43. Между EXTN и AgNOR 
корреляция в среднем равна 0,26 (р˂0,001) с ко-
лебаниями по группам от 0,06 до 0,36. Средний 
коэффициент корреляции между AgNOR и OENOR 
составил 0,32 (р˂0,001) и колебался по группам 
от 0,17 до 0,39. Достоверная корреляция между 
числом аргирофильных зон и плотностью окра-
ски ядер и их различных зон отсутствовала.

Обсуждение
Установлено, что число AgNOR в клетке, их 

суммарная площадь и средняя плотность слабо 
коррелирует между собой, следовательно, мо-
гут рассматриваться как признаки, дополняю-
щие друг друга. Для оценки состояния ядрыш-
кообразующей системы целесообразно учиты-
вать взаимодополняющие друг друга признаки: 
число AgNOR, их суммарную площадь, а также 
средние оптические плотности AgNOR (DNOR).

Заключение
Таким образом, результаты исследования 

показывает, что существуют корреляции между 
показателями плотности окраски и параметра-
ми аргирофильных зон ЯОР что дает возмож-
ности использования их в оценке состояния этих 
зон.
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ANALYSIS OF RELATIONS BETWEEN CHARACTERISTICS OF ARGYROPHILIC ZONES IN POPULATIONS OF INTACT 
LYMPHOCYTES OF DOMESTIC AND WILD SHEEP (OVIS AMMON) HYBRIDS

Klenovitskiy P.M., Iolchiev B.S.
Federal Research Center for Animal Husbandry named aft er Academy Member

L. K. Ernst - L. K. Ernst Federal Science Center for Animal Husbandry,
Podolsk Municipal District, Moscow Region, Russia

142132, Moscow region, Podolsk city district, Dubrovitsy village, house 60
e-mail: *klenpm@mail.ru

Keywords: argyrophilic structures, argali (Ovis ammon) , hybrids, sheep, lymphocytes, microphotometry, nucleolar organizers, nucleus.
The purpose of this study is to determine the relati ons between AgNOR characteristi cs, obtained by means of computer analysis, in populati ons of intact 

lymphocytes of hybrid sheep of diff erent genotypes and to select parameters for functi onal assessment of nucleoli. The AgNOR state was studied in peripheral 
blood lymphocytes of hybrid sheep of three genotypes: purebred F1 Romanov sheep with argali (group 1), hybrids carrying 3/4 of Romanov sheep blood and 
1/4 of argali blood (group 2), and hybrids with 7 / 8 blood of domesti c sheep and 1/8 of argali blood (group 3). The number of argyrophilic zones (AgNOR), 
their total area (ΣSNOR), their average color density (DNOR), and average color density of the nucleus (DN) and its AgNOR-free area (DF) were taken into account. 
Parameters which characterize argyrophilic zones and the correlati on coeffi  cients between them were calculated in the samples of lymphocytes obtained from 
hybrids of diff erent genotypes and from their generalized populati on. The study of the preparati ons was carried out on the equipment of the Altami company 
(Russia, S.-P.). Image processing and analysis were performed using the Image Scope 1.0 soft ware (SMA, Russia, M.). The closest correlati ons exist between 
parameters of color density, which confi rms an equal possibility of using them in assessing the state of argyrophilic zones. It was found that the correlati on 
coeffi  cients between diff erent compared features have values   from close to 0 to 1.0. The number of AgNORs in a cell, their total area and average density are 
characteristi cs that complement each other, since they are weakly correlated with each other. To assess the state of the nucleus -forming system, it is advisable 
to take into account mutually complementary features: the number of AgNORs, their total area, as well as the average opti cal densiti es of AgNOR (DNOR). The 
average nucleus density, closely correlated with DNOR values, can serve as an alternati ve to this parameter.
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