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Uebel' einige Methoden del' Silberimpragnil'ung
zul' Untel'suchung del' Neul'ofibl'illen, del' Achsen

cylindel' und del' Endvel'zweigungen.
Von

Prof. S. R. Cajal
in Madrid.

Unsere dreijahrige Beschaftigung mit mikrotechnischen Methoden,
die mit del' Reduction von SilbersaIzen arbeiten, hat uns mit einem
Verfahren bekannt gemacht, das - ohne Miihe und mit grosser
Sicherheit - selective Farbungen (schwarz oder kaffee1;>raun auf
gelbem Grunde) del' BETHE- und SIMARRO'schen Neurofibrilleu ge
winnen und gleichzeitig die granuliiren Structuren des Nucleolus und
des Nucleoplasmas del' markhaltigen und markfl'eien Achsen, del'
pericellularen Nervenverzweigungen und del' AUERBAcH'scheuEnd
knospen zu Stand e kommen Iasst.

Da die Einzelheiten del' Methode und die mit ihr gewounenen
Resultate a u s fii h r 1i c h bereits in spanischer Sprache veroffelltlicht
worden sind,l diirfen wir uns an dieser Stelle daraui beschrauken,

1) CAJAL,S. R., Un sencillo procedimento de impregnacion de [as
fibrillas interiores del protoplasma nervioso. Al' ch. 1a t ín os d e Me d i
cina y Biologia. N° 1. 20 Octubre 1903.

- Un sencillo metodo de coloracion selectiva del reticulo proto
plasmico y sus efectos en los diversos organos nerviosos. T r a b. del La b.
del n ves t. b io 1. N° 4. Tom. I1, Diciemb. 1903.

- Algunos metodos de coloracion de los cilindros ejes, neurofibrillas
y nidos nerviosos. Trab. del Lab. de Invest. bio1. Tom. ID,
N° 1, 1904.
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l. Erste Methode: besonders zur Flirbung der Neurofibrillen
kleiner und mittlerer Ne"rvenzellen.

die Gmndziige del' neuen Teehnik zu skizziren und ganz summa
riseh auf die damit gewonnenen Ergebnisse einzugehen.

Die Methode erfordert zwei Manipulationen: 1) Eintauehen del'
Objecte in eine Losung von Silbernitrat. - 2) Reduction des Silber
salzes en bloc in einer neutralen Losung von Hydrochinon oder
Pyrogallussaure:
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Grossere Objeete, die von ausg-ewaehsenen Thieren stammen,
wie etwa Riiekenmark, Bulbus und Kleinhirn des Kaninchens, er
fordern im allgemeinen eine langere, viertagige Einwirkungsdauer
des Silbernitrats, das Grosshirn 5 Tage. Die Resultate fallen ver
schieden aus je naeh den Dimensionen und del' Zahl del' behandelten
Stiieke, naeh del' Art des Thieres und del' Temperatur. Man muss
fúr jeden einzelnen Fall die Frist, die bis zur "Reife" del' Prapa
rate erforderlich ist, dureh Probiren ermitteln. Man beachte dabei,
dass dann, wenn die Objecte vorzeitig aus del' Silberlosung ge
nommen werden, beim Reduetionsverfahren ein korniger Niederschlag
entsteht - namentlieh iiber den Neurofibrillen und den Dendriten.

Lasst man hingegen die Objeete zu lange in del' Losung, so entsteht
eine klare Gelb- oder Braunfárbung oder erkennbare Niedersehlags

partikel, ohne jedoeh die erforderlichen Contraste siehtbar werden
Zl1 lassen.

Von grosser Wichtigkeit ist ferner die CODcentration del' Silber
losung. Als allgemeine Regel hat zu gelten: je sehwaeher die
Concentration del' Losung íst, um so grosser wird del' Contrast in
del' Farbung del' Neurofibrillen und des Untergrundes; und um
gekehrt, je starker die Coneentration ist, desto sehwaeher heben
sieh die Neurofibrillen ab. Dafiir aber fixiren die k:raftigen Losungen
die Zellen besser, und die AUERBAcH'sehenEndknospen werden besser
geh-irbt, wahrend die schwaehen Losungen ausgezeiehnete Farbungen
del' Nueleolen und del' intranuelearen MANN-und LENHOSSÉK'schen

Baeillarkorper geben. - Bei unseren Versuehen kommen daher standig
folgende Losungen zur Anwendung:

l'5proeentige Losung; sie ist in del' Mehrzahl aller Falle
anwendbar. Die Neurofibrillen werden reeht gut impragnirt und
gleiehzeitig die Nueleolen und verschiedene Endverzweigungen (im
Kleinhirn ete.) gut genirbt.

0'75- bis 0'5procentige Losung; sie giebt gute Resultate
bei "Cutersuehung del' Embryonen und del' neugeborenen Thiere und
farbt die Neurofibrillen und Nucleolen sehr kraftig. Bei Material
von erwachsenen Thieren wirkt sie jedoch auf die Zellen etwas
zusammenziehend.

:3 pro c e n t i geL o s un g; wir verwenden sie bei Materiál, das
vom Menschen oder grosseren Saugethieren stammt. Die Neuro
fibrillen und die pericellularen Verzweigungen werden gut gefárbt.

5 - bis 6 pro e e n t i geL o s UDg; wir benutzen sie bei Unter
suehung del' wirbellosen Thiere, wenn namentlieh die AUEUBAcH'schen

2G*

0'75 bis 3 g
100 "

e aj al: Ueber einige Methoden del' Silberimpragnirung. XX, 4.

Silbernitrat
Aqua destillata
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1. E in t a u e h e n del' O b j e e t e in d a s Sil b el' b a d. 
Stiieke des Nervengewebes von etwa 3 mm Starke werden - friseh

oder spatestens einige Stunden naeh dem Tode - 3 Tage lang im
Thermostaten bei eiuer Temperatur von 30 bis 35 o C. iu folgender
Losung belassen.

Besonders zu betonen ist, dass die Benutzung des Thermostaten
zu den unerlassliehen Vorbedingungen fúr das Gelingen del' Prapa
rate gehOrt: denn das Wesentliehe del' neuen Methode besteht in

einer besonderen, bisher nieht naher analysirbaren Wirkung, welehe
die Warme auf die Verbindungen des Silbers mit organisehen Be
standtheilen del' Neurofibrillen ausiibt. Moglíeher Weise besteht die

Wirkung in beginnender Reduetion; denn wenn die Objeete "reif"
sind fiir die Reduetion (siehe unten), zeigen sie auf Sehnitten eine
braungelbe Farbung. - 1m Sommer kann man auf die Benutzung
des Thermostaten verziehten, vorausgesetzt, dass die Temperatur
liber 22 o C. gestiegen ist. Man wird aber alsdann die Einwirkungs
dauer verlangern und die Objecte 2 bis 3 Tage Janger dem Silber
bad aussetzen mlissen.

Die kleinen Objeete - beispielsweise Stiiekehen vom" Riicken
mark del' Kaninchen, del' Katze, des Hundes, neugeborener oder
wenige Tage alter Thiere - verbleiben in del' Silbernitratlosung
21/2 bis 31/2 Tage. Belasst maD die Objecte noeh Janger in del'
Losung, so ist ihre "Reifephase" bereits iiberschritten, und es resul
tiren keine schwarzen oder kaffeebraunen Farbl1ugen, sOl1deru rothe
auf dunkel-ockerfarbenem Grunc1e.
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Knospen impragnirt werden sollen. Die Nucleolen fárben sich sehr
schwach oder bleiben farblos. -

2. Red u c ti o n. - Die Objecte werden leicht gewaschen (ein
oder 2 Minuten in destillirtem Wasser) und dann auf 24 Stunden
in folgende Losung gebracht:

Das Formol ist dabei nicht durchaus unentbehrlich, aber es
fixirt und hartet ein wenig das Nervengewebe und macht vieIleicht
auch die Vertheill1ng des Silbers feiner. Man kann auch etwas

N a t l' i u m s u 1fi t hinzufligen; gewohnlich aber vermeiden wir es, da
diese Substanz die Impragnationsfarbe ein wenig abbleichen lasst.
Die alkalischeu Carbonate wirken in gleichem Sinne; sie schwachen
die Iutensitat del' Impragnation ab und lassen oft in den ausseren
Schichten der Praparate Niederschliige entstehen.

n. Methode sur Farbung der markhaltigen Achsencylinder
und der Neurofibrillen der grossen Zellen.

Die oben geschilderte Methode lasst ebenso wie alle friiher zur
Farbullg des Reticulums empfohlenen Methoden die Achsencylinder
voIlig oder fast gauz ungefárbt, und uamentlich die Einschuiirungeu
scheiuen gar keine selective Farbung annehmen zu konnen. Wenn
man jedoch in dem vorhin geschilderten Verfahren mit Silbernitrat
unc1 nachfolgeuc1er Rec1uction eine Vorbehandlung del' Objecte ein
schaltet - Fixirung der Objecte in reinem oder ammouiakalischem

Alkohol -, el'halt man sehr schone Farbl1ugen del' Achsencylinder,
der Einschniirungen, Gabelungeu etc.

Nachfolgend geben wir in Kiirze die verschiedenell Phaseu des
modificirten Verfahrens ano

1) Fixirung del' Gewebsstiicke c1urch 24stiiudigen Aufenthalt in
97procentig'em AlkohoI.

3) Sie ist anwendbar fiir den Menschen und alle Saugethiere
und giebt - uach geringen Modificationen - auch beim Nerven
gewebe der Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische gute Resultate.

4) Sie eignet sich ausgezeichnet zur Untersuchung des Fotus,
des neugeborenen und des wenige Tage alten Thieres, dessen Neuro
fibrillen (starker als beim erwachsenen) intensiv schwarz oder kaffee
farben sich tingiren und sehr deutlich ihre Verastelungen und Anasto
mosen erkennen lassen.

5) Sie impragnirt die feinen, secundaren Fasern des Reticulum,
die bei Untersuchung nach BETHE'S, SUIARRO'Sund DONAGGIo'SMe
thoden entgangen waren.

6) Man kann mit ihr ausser den Neurofibrillen alle Endver
zweigungen fárben und alle Structureinzelheiten der grauen Substanz
deutlich machen.

7) Ueberdies hat sie den grossen Vorzug, die Neuroglia un
gefárbt zu lassen und desgleichen die kiinstlichen Netzbildungen in
der weissen und grauen Substanz (GOLGI'Sund BETHE'sches Netz).
Durch diesen Umstand wird es ausgeschlossen, bei ihrer Anwendung
Irrthiimer zu begehen und etwa zufállig entstandene Kunstproducte,
die ihre Entstehl1ng del' coagulirenden Wirkung del' Reagentien ver

danken, und welche die intracellularen Raume umgeben oder fiillen,
als nervose Organe anzusprechen.

aus

1 bis 2 g
100 "

5 ."

ist sicher.
mittlereu Neurone
etc.

Pyrugallussaure oder Hydrochinon .'
Wassel'
Formol .

3. E in be t ten. - Die Stiicke werden einige Minuten in destil
lirtem Wasser gewaschen, in Alkohol gehartet und in Cellordin ein
gebettet. Man kann auch die Praparate in Paraffin einbetten, doch
darf man kein Paraffin nehmen, das die Praparate zum Scbrumpfen
bringt, denn durch die Behandlung mit Formol und namentlicb mit
Pyrogallussaure bat das Nervengewebe eiue allzu grosse Harte und
Briichigkeit angenommen.

Die mit dem Mikrotom angefertigten Schnitte sollen 10 bis 30 fl
dick sein. Sie werden in Dammar eingeschlossen, ohne vorherige
Farbung. -

Nicht alle Schnitte sind zur Untersuchung geeignet. Die ober

fHichlichsten sind zu duukel, die innersten - wenn die Stiicke gross
waren - sind ungeniigend impragnirt und zu hell gefarbt. Die
Schnitte, welche del' Mittelzone entsprechen, baben einen hell kaffee
brauuen oder rothbraunen Ton und sind am besten zur Untersuchung
del' NeurofibrilIen geeigllet. -

Die Metbode, die wir soeben geschildert haben, bat folgende
Vortheile:

1) Sie ist einfach, und del' gute Ausfall
2) Sie fárbt sehr leicht die kleinen !lnd

Riickenmark, Bulbus, Kleinhirn, die Gallglien
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Die Praparate werden gewaschen, entwassert, aufgehellt, in
Dammar eingeschlossen.

m. :Methode zur Farbung der marklosen Fasern und der
Endverzweigungen.

3) Man wascht die Objecte einige Secunden lang, um das ober
flachlich anhaftende Silbernitrat abzuspiilen und bringt sie in folgende
reducirende Losung:

.. 100 ccm
0,5 bis 1

Alkohol, 97procentig
Ammoniak .

IV. :Methodezur Fiirbung der Neurofibrillen, der grossen
Zellen und der feinen Nervenfasern.

Die soeben behandelte Alkoholhartungsmethode giebt den Neuro
fibrillen ein korniges Aussehen, - die gewohnliche, sub 1beschriebene
Methode wird daher durch sie l1icht iiberfliissig gemacht. Wenn man
aber die Vorbehandlung und Fixirung nicht mit reinem Alkohol vor
nimmt, sondern mit ammoniakalischem, so gelingt es, die N euro
fibrillel1 del' motorischen Nervenzellen, del' grossen Verbil1dungszellen
des Bulbus, des Kleinhirns, Grosshirns, Ganglien etc. sehr gut zu
impragniren. So wie das oben gegebene Recept giebt auch dieses

Verfahren sehr befri~digende Resultate bei neugeborenen Sauge
thieren, bei welchen man den Verlauf del' markhaltigen Achsen
cylinder gut studiren kann: diese farben sich schwarz. Die Elld
verzweigungen und die marklosen Fasern dagegen werden hell
kaffeebraun. - Man verfahrt wie folgt,

1) Die Gewebsstucke werden in ammoniakalischen Alkohol von
folgender Zusammensetzung gebracht:

laren Verzweigungen und den Endknospen zu Stande. Die N euro

fibrillen sind in den Praparaten fast vollstandig unsichtbar, desgleichen
die markhaltigen Achsenstrange, die einen hellgelblichen Ton an
genommen haben. Diese Praparationsmethode ist werthvoll fuI' unter
suchungen aus dem Gebiete del' pathologischen Anatomie, denn durch
das neue Verfahren lassen sich mit grosster Sicherheit Elemente del'
grauen Substanz sichtbar machen, welche durch die bisher ange
wandten Methoden bei Material von erwachsenen Thieren nicht nach

gewiesen werden konl1ten.

Sind die Stii.cke sehr gross oder besonders zahlreich, so em
pfiehlt sich die Anwendung eines l' 5procentigen ammoniakhaltigen
Alkohols, oder man verlangere die Einwirkungsdauer des ammonia
kalischen Alkohols auf 2 Tage.

2) Die Praparate werden in destillirtem Wasser ausgewáschen
und in die l'5procentige Losullg von Silbernitrat eingetaucht.

3) Reduction in derselben Losul1g wie beim oben beschriebenel1
Alkoholverfahrel1,

r

1 g
100 "

2 g
100 "

5 "

.. 3 g

. . 3"
einige Tropfen.

Silbernitrat
Wasser .

Hydrochinon
Wassel'
Formol

Sulfocyansaures Ammonium
Unterschwefligsaures Natrium .
GoldchloridlOsung, einprocentige .

2) Die Praparate werden einige Secunden lang in destillirtem
Wasser gewaschen und im Thermostaten bei einer Temperatur von
30 oder 36 o C. in folgender Losung' belassen:

Zuweilen fUgen wir noch O·;) g Natriumsulfitanhydrit hinzu, um
die 'Reduction zu beschleunigen. Gewohnlich kann man darauf ver

zichten, vorausgesetzt, dass die Stucke nicht zu gross sind. - Das
Sulfit wirkt hiel' wie eine schwache Base.

4) Waschen del' Stiicke, Entwassern, Einbetten in Celloldin etc.
Die Achsencylinder werden kaffeeschwarz, die Neurofibrillen del'

grossen Zellen braun oder rothbraun geflirbt. Auch im Kleinhirn
bekommt man schone Korbe (PTJRKINJE'ScheZellen).

Wenn sich die Impragnation an den Schnitten aus den inneren
Schichten als zu schwach erweist, so behandelt man sie mit einer
Goldlosung. Wir stellten sie nach folgendem Recept her:

Ein besonderes Interesse gewinnt die Alkoholhartungsmethode
dadurch, das s man ihre Resultate modificiren kann, indem man die
Lange del' Einwirkungsdauer des Alkohols variirt, Wenn man die

Gewebsstiicke nicht 24 Stunden wie oben, sondern 3 Tage lang del'
Wirkung des Alkohols aussetzt, so kommt die Reduction des Silber

nitrats nnr in den markscheidenlosen Nervenfasern, in den pericelln-
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Madrid, 4. Miirz 1904.

[Eingegangen am S. Miírz 1904.]

Die soeben geschilderten Methoden gestatten bei passender An
wendung systematisch alle nervosen Bestandtheile der grauen und
weissen Substanz sichtbar zu machen. Sie haben mich zu werth

vollen und vollig neuen Ergebnissen beim Studium der pathologischen
Anatomie der Nervenkrankheiten gefiihrt, indem sie mich mit Ver
anderungen des intracellularen Reticulums, des Nucleolus, der mark
10sen Fasern und der Endknospen bekannt machten, die sich mit den
bisher vorliegenden mikrotechnischen Methoden nicht hatten nach
weisen lassen.

Die besten Resultate betreffend die Farbung der Neurofibrillen
wurden erzielt, wenn die Praparate 24 bis 36 Stunden im ammonia
kalischen Alkohol verblieben. Bei langerem Aufenthalt fallt die
lmpragnation des Protoplasma-Reticulums zu schwach aus, und es
beschrankt sich die Reduction auf die feinsten Nervenfasern, die in
der grauen Snbstanz einen eng verflochtenen Plexus bilden.

Wie bei dem Verfahren mit reinem Alkohol werden anch hier

die zu schwach gefárbten Schnitte mit Goldchlorid nachbehandelt,
um die Contraste zu verstarken. _

Statt des A1kohols - mit oder ohne Ammoniak - kann man

schliesslich auch noch ammoniakalisches Formol in Anwendung bringen:

Formol .. 20 ccm
Wasser .. 100 "
Ammoniak . 0'5 "

Man lasst das Formol 24 Stunden auf die Gewebsstiicke ein

wirken; es fárben sich die Endknospen wie die pericellularen Ver·
zweigungen. - Zu beachten ist, dass vor dem Uebertragen 'in die
Silbernitratlosung die Objecte vom Formol und Ammoniak befreit
und zu diesem Zweck 12 Stunden lang in fliessendem Wasser aus
gewaschen werden mussen.

Von

P. Mayer
in Neapel.

Notiz iiber Hamatelll und Hamalaull.

1m Laufe der 15 Jahre, die seit meiner ersten Publication iiber
Hamatefn vergangen sind, habe ich allmahlich wohl alle Methoden
zu seiner Darstellung aus dem Hamatoxylin selber erprobt. Es
handelt sich dabei bekanntlich um eine Oxydation, die allerdings
1eicht zu weit getrieben werden kann und dann unbrauchbare Pro

ducte liefert. Als Oxydantia sind bisher theils von Anderen, theils
von mir verwandt worden: Luft, Sauerstoff, Kaliumhypermanganat,
Magnesiumhyperoxyd, Wasserstoffhyperoxyd, Kalium- und AmIDonium
persulfat, Quecksilberoxyd, Kaliumnitrit, Salpetersaure, rothes Bluí
laugensalz - also eine stattliche Reihe.1 Von diesen hat mich,
wenn es auf die Herstellung t r o c k n e n Hamaterns ankommt, ihrer
Einfachheit halber die von mir 1891 angegebene Methode der Oxy
dation an der Luft in Gegenwart von freiem Ammoniak noch am
ehesten befriedigt; allerdings erhalt man durch sie nicht das reine
Hamatern, sondern 'seine Verbindung mit Ammoniak, indessen fiir die
Mikroíechnik ist dies weiter nicht von Belang, denn die Menge des
Ammoniaks ist relativ sehr gering und daher unschadlich. Neuer
dings habe ich aber eine Methode ausfindig gemacht, die sowohl
noch einfacher ist und rascher zu arbeiten gestattet, als anch das
Hamatern selber liefert. Seit Jahr und Tag namlich stelle ich mir
das Hlimalaun direct aus dem Hlimatoxylin durch Oxydation mit
Natriumjodat (Na J03) her -- hieriiber s. unten - und bin nun
dazu iibergegangen, das Hlimatern in analoger Weise zu bereiten.
lch verfahre dabei wie folgt.

Zur volligen Ueberfiihrung des Hamatoxylins in H a ID a ter n
gehOren auf 9 Theile des ersteren 2 Theile von Natriumjoc1at.2 Um

~

***

1) Genaueres hieriiber s. in LEE u. NIAYER, Grundziige del' mikro
skopischen Technik. 2. Aufl.. Berlín. p. 171.

~) In die j)iIikrotechnikwl1rde dieses Sa1z 1898 durch CH. K. BuSCH
eingefiihrt, der es den Osmil1m16sungenzusetzt. Weiter scheint es bisher
nicht verwandt worclen Zl1sein.


