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 (Meckel)ها در طي تكامل غضروف مكل  تغييرات تكويني برخي گليكوكانژوگيت

  در موش

  3 دكتر عليرضا فاضل؛2جينا خياط زادهدكتر  ؛2 دكتر جواد بهارآراء؛1*آتنا فرخنده كلات

  چكيده
ها  گليكوكانژوگيت يقند انتهاي. شده به چربي يا پروتئين هستند هايي داراي يك قند متصل ها مولكول  گليكوكانژوگيت:مقدمه

  تكوينييندهاي مختلفاها در فر گليكوكانژوگيت. شود ها شناسايي مي نام لكتينه  بي اختصاصي توسط تركيباتصورت كاملاً هب

 لكتين هيستوشيمي تغييرات تكويني برخي از روش با استفاده از ضراحدر پژوهش . نمايند مهمي را ايفا مي  نقش

هاي بحراني در طي تكوين اين  از اين طريق به زمان تا بتوان شدوين غضروف مكل بررسي ها در طي تك گليكوكانژوگيت

   .ردغضروف پي ب

 فـيكس شـدند و   ، در فرمـالين Balb/Cهـاي   مـوش  روزه 18 روزه و رويـان    10-15هـاي     جنـين  در اين مطالعه   :ها مواد و روش  

 max  Glycine:  شـامل  HRPشده با آنزيم  وع لكتين كنژوگهو سپس در مجاورت سه نشد ها تهيه  هاي سريال از اين نمونه برش

)SBA (    اختصاصــي بــراي قنــدN -  اســتيل گــالاكتوزآمين )GalNAc (  ،Arachis hypogaea) PNA (  اختصاصــي بــراي

اختصاصي براي گـالاكتوز  ) MPA (Maclura Pomifera و) Gal/GalNAc( استيل گالاكتوزآمين - N/ ساكاريد گالاكتوز  دي

)Gal (بررسي گرديدند نوريهاي آنزيمي با مطالعات ميكروسكوپ قرار گرفتند و سپس اين واكنش  .  

هـاي    از ابتـداي تجمـع سـلول   GalNAc / Galسـاكاريد انتهـايي    و ديGalNAcنتايج حاصل نشان داد كه قنـد انتهـايي   : ها يافته

 نيز از  Galاند، اما قند انتهايي      ه استخوان حضور داشته   مزانشيمي در مركز كمان اول تا تكوين نهايي غضروف مكل و تبديل آن ب             

  . به بعد قابل شناسايي گرديد13روز 

سـاكاريد انتهـايي     استيل گـالاكتوز آمـين و دي  – Nهاي داراي قند انتهايي    ها گليكوكانژوگيت  بر اساس اين يافته   : گيري نتيجه

ها به  هاي مزانشيم تا تمايز كندروسيت ف مكل از تجمع سلول     استيل گالاكتوز آمين در كليه مراحل تكوين غضرو        -N/گالاكتوز

 هاي داراي قند انتهايي گالاكتوز احتمالاً يتعلاوه گليكوكانژوگ هب.  اند ها نقش داشته ها در سطوح و ماتريكس سلول استئوبلاست

  . اند ثري را ايفا نمودهؤها نقش م استئوبلاست ها به يند تمايز كندروسيتاتنها در فر

  »1/11/1387 : پذيرش24/1/1387: دريافت«      . موش، لكتين هيستوشيمي، گليكوكانژوگيت،غضروف مكل: ها يدواژهكل

   تكويني دانشگاه آزاد اسلامي مشهد و عضو باشگاه پژوهشگران جوان-كارشناس ارشد زيست شناسي علوم جانوري گرايش سلولي.  1

  اسلامي مشهداستاديار گروه زيست شناسي دانشگاه آزاد . 2

  استاد جنين شناسي و بيولوژي سلولي دانشگاه علوم پزشكي مشهد. 3

  ، 0511 – 8670823: تلفن. 66، پلاك 2 مشهد، بلوار وكيل آباد، خيابان صدف، صدف :دار مكاتبات  عهده*

Email: atenafarkhondeh@gmail.com 
 www.SID.ir
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 مقدمه

هاي متقابل ميان   سيگنال،غضروف مكل در تكوين

 أبا منش( هاي مزودرمي  و سلول اول حلقي كماناكتودرم

تراكم ). 1( دناهميت خاص دار) اي هستيغ عصبي  جمجم

ها به  هاي مزانشيمي در كمان اول و تمايز آن سلول

ها، غضروف مكل را  ها و سپس كندروسيت لاستبكندرو

عنوان يك الگو براي  غضروف مكل به. نمايد مي ايجاد

ين عمل رهاي پاراك ط سيگنالرشد استخوان مانديبول توس

شد كه غضروف مكل در   تصور ميقبلاً). 3 و 2(كند  مي

يند تشكيل استخوان مانديبول دخالت نداشته اما افر

ي اين غضروف با فاكنون مشخص شده كه بخش خل هم

 تشكيل درغضروفي  مكانيسم كلسيفيه شدن درون

 ستيغهاي  سلول). 4(كند  مي استخوان مانديبول شركت

). 5( بي در تشكيل غضروف مكل نقش اساسي دارندعص

غضروف مكل در قسمت پشتي به كپسول گوش متصل 

و ركابي  )malleus(ي ه چكشچشود و دو استخوان مي

)Incus( شدن داخل غضروفي ايجاد طريقه استخواني را به 

قسمت مياني غضروف نيز ناپديد شده و . كند مي

لئوس و ليگامان كندريوم غضروف ليگامان قدامي ما ريپ

اي  در مطالعه. )5-10( نمايد را ايجاد ميمانديبولار ونياسف

 براي تكوين Hhدهي  مشخص شده كه مسير سيگنال

غضروف مكل و همچنين ميزان ايجاد غضروف، در 

در ). 3( مراحل انتهايي تكوين اين غضروف مهم است

 رشد بافت پيوندي عاملر روي دپژوهش ديگري 

)CTGF (در مرحله تراكم عامله كه اين  شدمشاهده 

شود و در طي  مزانشيمي در تكوين غضروف مكل بيان مي

 يابد و احتمالاً  كاهش ميعاملها اين  تمايز كندروسيت

 در مرحله آغاز تكوين غضروف مكل يعني اين عامل

هاي مزانشيمي از طريق القاء بيان ژن  مرحله تراكم سلول

 سلول نقش دارد -هاي سلول كنش فيبرونكتين و ميان

، TGF-βدهي اعضاي خانواده  ثابت شده كه سيگنال). 11(

هاي  شده از سلول هاي مشتق  افزايش تكثير كندروسيتبا

اي و توليد ماتريكس خارج سلولي،  ستيغ عصبي جمجمه

ثيرات أت .يند ايجاد غضروف مكل استاآغازگر فر

به سطوح بيان ژن TGF-β دهي اعضاي خانواده  سيگنال

Smad كه بيان زياد طوري ه ب،باشد بسيار وابسته مي  

Smad-7شدت مانع از تشكيل غضروف مكل است   به

هاي   سيگنال، از طريق فسفريله شدنSmadهاي  پروتئين(

TGF-β5) (كنند  از غشاي سلولي به هسته منتقل مي را .(

از طريق Hsp25 همچنين مشاهده شده كه پروتئين 

ها براي   و دژنره شدن آنها عملكرد در تمايز كندروسيت

  ).12( تكوين غضروف مكل ضروري است

ها تركيباتي واجد  گليكوكانژوگيت كه از آنجايي

كربوهيدرات هستند كه در ماتريكس خارج سلولي و 

اند و اهميت بخش  ها انتشار يافته سطح سلول

ها  ها،  همچنين قند انتهايي آن كربوهيدراتي اين مولكول

ژيك و در مسير تكوين توسط بسياري هاي بيولو در پديده

با توجه ). 15-21 و 13( از متخصصين عنوان شده است

يند ايجاد اكه تكوين مناسب غضروف مكل در فر به اين

ها  اسكلت در ناحيه كرانيوفاشيال و عدم بروز ناهنجاري

، لذا )6( نمايد در اين ناحيه نقش مهمي را ايفا مي

ت تكويني برخي از تا تغييرا ندبر آن شدپژوهشگران 

 لكتين روشها را با استفاده از  گليكوكانژوگيت

www.SID.ir  دنهيستوشيمي در طي تكوين غضروف مكل بررسي نماي
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هاي بحراني در طي تكوين  از اين طريق به زمان تا بتوان

  . داين غضروف پي بر

  

  ها  مواد و روش
 ـ  براي انجام آزمايش   :ها مراحل تهيه جنين   ● ا تعـداد  ه

از مركـز واكسـن و    (Balb/C از نـژاد   سر موش سفيد   20

، دو ماهه و باكره انتخـاب شـدند و بـا            )سازي رازي  سرم

هـاي مخصـوص     نـژاد خـود در قفـس       هاي نر هـم    موش

با مشخص شـدن پـلاك      .  آميزش داده شدند   ،گيري جفت

واژينال، آن روز، روز صفر حـاملگي محسـوب و سـپس           

مـوش بـاردار در قفــس مجزايـي در شـرايط اســتاندارد     

هاي حامله از روز     در اين آزمايش موش   . داري گرديد  هنگ

دهم تا روز پـانزدهم و بـه اضـافه روز هجـدهم تحـت               

سرعت و دقت    هوشي عميق با كلروفرم قرار گرفته و به        بي

هـا و خـارج نمـودن        پس از سزارين موش   . تشريح شدند 

ها در پتري ديـش محتـوي    ها از دو شاخ رحمي، آن    جنين

داده شــدند و پــس از برداشــتن ســرم فيزيولــوژي قــرار 

هاي سالم پس از شستشو در سـرم         هاي جنيني، جنين   پرده

 بـود قـرار      درصـد  10در محلول فيكساتور كـه فرمـالين      

 مـورد اسـتفاده     ، جنـين  90در اين آزمايش تعداد     . گرفتند

روز دهـم تـا      :قرار گرفتند و روزهاي مورد مطالعه شامل      

  .   بوده استروز پانزدهم روياني و روز هجدهم جنيني

 پس از اتمام مراحـل  :هاي بافتي مراحل تهيه برش  ●

هاي معمول بـافتي توسـط       ها به روش   فيكس شدن، نمونه  

هاي افزايشي آبگيري و بـا گـزيلن         الكل اتيليك با غلظت   

هـاي پـارافيني،     پـس از تهيـه بلـوك      . سازي شدند  شفاف

 دسـتگاه   بـا  µ5صورت سريال و بـه ضـخامت         هها ب  برش

، كـه   نـد   تهيـه گرديد    1512 مدل   Leitzآلماني  ميكروتوم  

 برش بـراي هـر جنـين        200طور متوسط    ها به  تعداد برش 

  . بوده است

براي :  لكتين هيستوشيميروشمراحل انجام  ●

طور  ه برش از مراحل جنيني ب90 تعداد ،انجام مطالعات

هاي معمول بافتي  تصادفي انتخاب شدند و به روش

هاي  سپس لكتين. رديدنددهي گ زدايي و آب پارافين

HRP كه با آنزيم 1موجود در جدول 
شده از  خريداري (1

اند، براي انجام مراحل بعدي  كنژوگه شده) شركت سيگما

   بافرباها  منظور لكتين بدين. مورد استفاده قرار گرفتند

PBS
در .  رقيق شدندµgr/ml10براي رسيدن به غلظت  2

ر اتاقك مرطوب مدت دو ساعت د ها به مرحله بعد برش

پس از اين . شده قرار گرفتند هاي رقيق در مجاورت لكتين

مدت دو  ها با محلول بافر شستشو شدند و به  نمونه،مرحله

DBA درصد 3دقيقه در محلول سوبستراي 
و بافر  3

 از ml10ازاي هر  به (µl20 ،H2O2فسفات كه مقدار 

 .به آن اضافه گرديده، قرار داده شدند) مذكورمحلول 

سپس كليه مقاطع پس از شستشو با آب جاري براي ايجاد 

 pH  دقيقه در محلول آلسين بلو با2-5مدت  رنگ زمينه به

اتصال لكتين به قندهاي انتهايي .  قرار گرفتند 2.5

كند كه  اي بروز مي صورت رنگ قهوه هاختصاصي خود ب

 DAB با سوبستراي خود يعني HRPحاصل واكنش آنزيم 

   Olympus نفره 5وپ ـ استفاده از ميكروسكد و باشـبا مي

1. Horseradish peroxidase    2. Phosphate buffered Saline 

3. Diamino Benzidin 
 www.SID.ir
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  ها هاي مورد استفاده و خصوصيات آن  انواع لكتين-1  جدول

Carbohydrate – binding specific  هاي آزمايش شده لكتين  علامت اختصاري  

 α  β - D - GalNac     SBA Glycine max (Soybean) 

β - D - Gal -(1→3)- D - GalNac     PNA Arachis hypogaea (Peanut agglutinin) 

D – Gal     MPA Maclura Pomifera (Osage orange) 

  
صورت  همشاهدات ب. نددشها بررسي  ها در لام اين واكنش

اقل چندنفره صورت گرفت تا امكان بروز خطا به حد

  .ممكن برسد

ها طبق جدول  ها براساس شدت واكنش به لكتين نمونه

) 22(و همكارانش Gong بندي شدت واكنش  درجه

  ).1جدول  (بندي شدند درجه

  
  ها يافته
هاي مزانشيمي با   در روز دهم، سلول:SBAلكتين  ●

 مزودرمي در درون كمان اول با شدت بسياركم و أمنش

 ستيغ عصبي با شدت كم در أهاي مزانشيمي با منش سلول

. اند  پاسخ دادهSBAسيتوپلاسم و سطوح خود به لكتين 

سطح  هاي آندودرمي كمان اول در در همين روز سلول

هاي اكتودرمي در  راسي و سيتوپلاسم فوقاني و سلول

 SBAسيتوپلاسم و سطوح با شدت كم و متوسط با لكتين 

ها   اپيتليومهاي مزانشيمي زير اين سلول. اند واكنش داشته

هاي ستيغ عصبي هستند و از   از نوع سلولكه عمدتاً

اند، با شدت كم  نورواكتودرم به اين مكان مهاجرت نموده

در روز . اند داشتهواكنش مشخص مذكور با لكتين 

 هاي مزانشيمي درون كمان اول كه عمدتاً يازدهم، سلول

ند ا هاي ستيغ عصبي هستند، تراكم پيدا كرده از نوع سلول

و در سطوح سلولي و گاهي نيز در نواحي گلژي با شدت 

تراكم  اين(اند   پاسخ دادهSBAمتوسط به لكتين 

ساز غضروف مكل خواهد   پيش،هاي مزانشيمي سلول

آندودرم كمان اول نيز در سطح راسي و سيتوپلاسم ). بود

واكنش داشته مذكور فوقاني، با شدت متوسط با لكتين 

، غضروف مكل پديدار شده است روز دوازدهم در. است

ها با شدت كم و  و سيتوپلاسم و سطوح كندروبلاست

هاي مزانشيمي اطراف غضروف مكل در  متوسط و سلول

ها با شدت متوسط و بالا با  سيتوپلاسم، سطوح و استطاله

  . اند واكنش داده  SBAلكتين 

هاي  در روز سيزدهم، سيتوپلاسم، سطوح و استطاله

هاي مزانشيمي   ضروف مكل و سلولهاي غ كندروسيت

. اند  پاسخ دادهSBAاطراف آن با شدت متوسط به لكتين 

هاي  در روز چهاردهم، سيتوپلاسم و سطوح كندروسيت

هاي مزانشيمي  در حال دژنره شدن با شدت كم و سلول

اطراف نيز در سيتوپلاسم، سطوح و ماتريكس بين سلولي 

در روز . اند داشته واكنش SBAبا شدت بسياركم با لكتين 

هاي در حال  پانزدهم، سيتوپلاسم و سطوح كندروسيت

هاي مزانشيمي اطراف با شدت توسط  دژنره شدن و سلول

روز  در). 1 تصوير(اند  واكنش دادهمذكور با لكتين 

www.SID.ir   ماتريكس از بين رفته و در جدهم، غضروف مكل كاملاًيه
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اي كندروسيت تمايزيافته با شدت متوسط، پيكان سـياه منقطـع        ه  زبان ، پيكان سياه باريك سلول      T. وف مكل    روز پانزدهم روياني، غضر    -1تصوير  

سازي براي ايجاد مانديبول را با شدت متوسط و بالا       شدن با شدت كم و پيكان سياه ضخيم ماتريكس استخوان          هاي كندروسيت در حال دژنره     سلول

   .SBA ; 100Xلكتين . دهند نشان  مي

غضروفي استخواني  طريقه درون ساز، كه به استخوان

هاي استئوبلاست و  گرديده، سيتوپلاسم و سطوح سلول

 SBAمزانشيمي شدت كم و متوسطي از واكنش با لكتين 

  .اند را نشان داده

هاي مزانشيمي درون  روز دهم، سلول :PNAلكتين  ●

ند  از نوع ستيغ عصبي هستها كه عمدتاً و زيراپيتليوم كمان

ها با شدت بالا به لكتين  در سيتوپلاسم، سطوح و استطاله

PNAهاي آندودرمي  در همين روز سلول. اند  پاسخ داده

كمان اول در سطح راسي و سيتوپلاسم فوقاني و در 

غشايي پايه اپيتليوم با شدت بالا و در سيتوپلاسم و 

هاي اكتودرمي كمان اول با شدت متوسط و  سطوح سلول

در روز يازدهم، . اند  واكنش دادهمذكورتين بالا با لك

هاي ستيغ   از نوع سلولهاي مزانشيمي كه عمدتاً سلول

اند،  باشند و در مركز كمان اول تراكم پيدا كرده عصبي مي

در ماتريكس بين سلولي با شدت بالا و در سيتوپلاسم و 

 واكنش نشان PNAسطوح با شدت متوسط با لكتين 

ندودرمي نيز همانند روز دهم واكنش هاي آ سلول. اند داده

  ). 3 و 2 تصوير(داده بودند نشان 

در روز دوازدهم، غضروف مكل ايجادشده و 

ها با شدت كم و  سيتوپلاسم و سطوح كندروبلاست

هاي مزانشيمي اطراف غضروف با شدت  متوسط و سلول

بالا در سيتوپلاسم، سطوح و ماتريكس بين سلولي با 

در روزهاي سيزدهم و . اند ن داده واكنش نشاPNAلكتين 

شدن  هاي در حال دژنره تدريج كندروسيت هچهاردهم نيز ب

اند، اما   واكنش داشتهPNAبا شدت كم و متوسط با لكتين 

  روف روند رو به كاهش ـهاي مزانشيمي اطراف غض سلول
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. هاي حلقـي اول و دوم      روز يازدهم روياني، نمايي از كمان      -2تصوير  

 از نـوع سـتيغ   عمـدتاً (هاي مزانشـيمي     پيكان سياه محل تجمع سلول    

   .PNA ; 40Xلكتين . دهد ها را نشان مي و واكنش آن) عصبي

  

   مشاهدهSBAآنچه در واكنش با لكتين  را مانند

  در روز پانزدهم، سيتوپلاسم . اند  شد، مشخص كرده

  شدن كه  هاي در حال دژنره و سطوح كندروسيت

  باشند  نتهايي از بين رفتن غضروف مكل ميدر مراحل ا

  هاي مزانشيمي اطراف غضروف با شدت  و سلول

  در . اند  پاسخ دادهPNAمتوسط و بالا به لكتين 

   از بين رفته روز هجدهم، كه غضروف مكل كاملاً

  سازي، سيتوپلاسم، است، در ماتريكس استخوان

هاي استئوبلاست و  هاي سلول  سطوح و استطاله

 واكنش PNAيمي با شدت متوسط و بالا با لكتين مزانش

  .اند داده

  

  

  

  

  

  

  

  

  

. روز يازدهم رويـاني، نمـايي از درون كمـان اول حلقـي              -3تصوير  

پيكان سياه باريك اپيتليوم آندودرمي كمان اول حلقي با واكنش بـالا            

 عمـدتاً (هاي مزانشيمي    و بسيار بالا و پيكان سياه ضخيم تجمع سلول        

 و واكنش متوسـط و بـالا را در مركـز كمـان اول كـه             )ستيغ عصبي 

 ; PNAلكتـين   . كننـد  باشند، مشخص مي   ساز غضروف مكل مي    پيش

400X.   

  

هاي مزانشيمي   در روز دهم، سلول:MPAلكتين  ●

 .اند  واكنش نشان ندادهMPAدرون كمان اول با لكتين 

هاي اكتودرمي با شدت كم و  سيتوپلاسم و سطوح سلول

هاي مزانشيمي زير اين  ندودرمي و سلولهاي آ سلول

 از نوع ستيغ عصبي هستند با شدت ها كه عمدتاً اپتيليوم

در روز . اند  واكنش داشتهMPAكم با لكتين  بسيار

هاي آندودرمي كمان اول در سطح راسي و  يازدهم، سلول

 واكنش MPAسيتوپلاسم فوقاني با شدت كم با لكتين 

٢ 
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مي درون كمان اول كه تراكم هاي مزانشي اند و سلول داشته

در . اند واكنش ندادهمذكور اند ، با لكتين  هم پيدا كرده

روز دوازدهم، كه غضروف مكل پديدار گشته، 

هاي  ها و سلول سطوح كندروبلاست سيتوپلاسم و

مزانشيمي اطراف با شدت كم و گاهي متوسط به لكتين 

MPAدر روز سيزدهم، واكنش در . اند  پاسخ داده

ها با شدت كم و در  لاسم و سطوح كندروسيتسيتوپ

هاي مزانشيمي  هاي سلول سيتوپلاسم، سطوح و استطاله

 MPAاطراف با شدت كم و گاهي متوسط با لكتين 

در روز چهاردهم، سيتوپلاسم و سطوح . اند واكنش داشته

شدن با شدت كم و متوسط  هاي در حال دژنره كندروسيت

كم با لكتين  شدت بسيارهاي مزانشيمي اطراف با  و سلول

MPAدر روز پانزدهم، سيتوپلاسم و . اند  واكنش داده

شدن با شدت كم و  هاي در حال دژنره سطوح كندروسيت

دهند با  تري را نشان مي هايي كه دژنره شدن پيشرفته آن

شده،  سازي كم و در ماتريكس استخوان شدت بسيار

م و هاي مزانشيمي با شدت ك سيتوپلاسم و سطوح سلول

در روز ). 4تصوير (اند    پاسخ دادهMPAمتوسط به لكتين 

هاي  هاي سلول جدهم، سيتوپلاسم، سطوح و استطالهيه

مزانشيمي و استئوبلاست با شدت متوسط و بالا با لكتين 

MPA اند واكنش داشته .  

  
  بحث 

هـاي مـورد     طور كلي حضور برخي از گليكوكانژوگيت      به

زمان بـوده    هاي تكويني هم   همطالعه با وقوع برخي از پديد     

  : باشد  ميذيلاست كه به تفصيل به قرار 

هاي   در پژوهشي عنوان شده كه سيگنال       :SBA لكتين ●

هاي سـتيغ    متقابل ميان اكتودرم و آندودرم كمان و سلول       

  
  

  

  

  

  

  

  

  

 

هاي كندروسـيت    پيكان سياه ضخيم سلول   . انديبولسازي براي ايجاد استخوان م     روز پانزدهم روياني، غضروف مكل و ماتريكس استخوان        -4تصوير  

سـاز بـا شـدت كـم و پيكـان سـياه منقطـع                هاي مزانشيمي درون ماتريكس استخوان     شده با شدت بسيار كم و كم، پيكان سياه باريك سلول           دژنره

   .MPA ; 400Xلكتين . نمايند هاي استئوبلاست را با شدت متوسط و بالامشخص مي سلول
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اين ). 1( نز غضروف مكل اهميت دارند    عصبي در مورفوژ  

هاي داراي قنـد   احتمال هست كه حضور گليكوكانژوگيت   

استيل گالاكتوز آمين در اكتودرم و آنـدودرم        –Nانتهايي  

كمان اول در طي روزهاي دهم و يازدهم كه روندي روبه           

هـاي القـاء تـراكم     انـد، بـا سـيگنال    افزايش را نشان داده  

يجاد و تكوين اوليه غضـروف      هاي مزانشيمي براي ا    سلول

در مطالعه ديگري مشخص گرديده     . مكل در ارتباط باشند   

از طريق القاء بيـان     ) CTGF( رشد بافت پيوندي     عاملكه  

سلول، در مرحلـه     -هاي سلول  كنش ژن فيبرونكتين و ميان   

هاي مزانشيمي در طي تكوين غضروف مكـل      تراكم سلول 

ي گليكوپروتئينتين  كه فيبرونك  از آنجايي ) . 11(نقش دارد   

، لــذا تصــور )24 و 23(باشــد   مــيGalNAc داراي قنــد

 هـاي داراي قنـد انتهـايي       شود كـه گليكوكانژوگيـت     مي

GalNAc           كه با شدت متوسط در سطوح و نواحي گلـژي 

هاي مزانشيمي سـتيغ عصـبي متـراكم در درون           در سلول 

 فيبـرونكتين و    گليكـوپروتئين كمان حضور دارند، با بيان      

عنـوان بسـتري بـراي مهـاجرت،          اين مولكول به   عملكرد

از روز دهم تا    . )13(حركات سلولي و تمايز  درگير باشند      

 نواحي اطـراف غضـروف      ،هاي مزانشيمي  دوازدهم سلول 

 نشـان   SBAروند رو به افزايشي را در واكنش با لكتـين           

شـدت   روزهـاي سـيزدهم و چهـاردهم از        اند و در   داده

شود كه حضور    پيشنهاد مي . گردد تدريج كم مي   هواكنش ب 

ــت ــايي  گليكوكانژوگي ــد انته ــاي داراي قن ــتيل –N ه اس

هاي مزانشيمي در مراحل آغازين      گالاكتوز آمين در سلول   

هـاي مزانشـيمي بـه       تكوين غضروف مكل و تمايز سلول     

هـا نقـش داشـته       ها و سپس به كندروسـيت      كندروبلاست

هـا در    شـدن كندروسـيت    باشند، امـا در مراحـل دژنـره       

در . انـد  ضروف مكل اهميـت چنـداني را نشـان نـداده          غ

دهي اعضاي خانواده    پژوهشي ثابت شده است كه سيگنال     

TGF-β  يند ايجاد غضـروف مكـل و افـزايش         ا آغازگر فر

هـاي سـتيغ     شـده از سـلول     هاي مشـتق   ندروسيت ك تكثير

لـذا محتمـل اسـت كـه        ). 5( باشند اي مي  عصبي جمجمه 

 GalNAcقند انتهـايي    هاي داراي    حضور گليكوكانژوگيت 

هـاي   ها و در سـلول     در سيتوپلاسم و سطوح كندروسيت    

دهـي اعضـاي     مزانشيمي اطراف غضروف مكل با سيگنال     

هـا   ها در تكثير كندروسيت     و عملكرد آن   TGF-βخانواده  

در روز ســيزدهم شــدت واكــنش در . در ارتبــاط باشــند

ها كمـي بـالاتر بـوده و         سيتوپلاسم و سطوح كندروسيت   

هاي مزانشيمي روند رو به كاهشي را كه در بالا بـه             سلول

 SBAاين افزايش واكنش بـا      . دهند آن اشاره شد نشان مي    

ها نسبت به روز دوازدهـم، احتمـال دارد          در كندروسيت 

هـا را  بـراي    ينـدهايي باشـد كـه كندروسـيت     ادليل فر  به

شدن در روزهاي بعـد و يـا تمـايزات بيشـتر مهيـا               دژنره

 ،ر روي مـوش انجـام شـده       داي كه    طالعهدر م . نمايد   مي

 در غضروف مكـل     Hsp25 پروتئينپيشنهاد شده است كه     

هـا نقـش دارد    شـدن آن  ها و دژنره براي تمايز كندروسيت 

ايـــن امكـــان وجـــود دارد كـــه حضـــور     ). 12(

ــت ــايي  گليكوكانژوگي ــد انته ــاي داراي قن ــتيل –N ه اس

 Hsp25 پروتئينها با حضور  گالاكتوز آمين در كندروسيت

تصـور  . شدن مرتبط باشـد  و عملكرد آن در تمايز و دژنره  

 در  SBAشود كه افزايش شـدت واكـنش بـه لكتـين             مي

هاي مزانشيمي اطراف غضروف و تا حدودي هم در          سلول

شدن در روز پانزدهم و در       هاي در حال دژنره    كندروسيت

هـاي داراي    علت دخالت گليكوكانژوگيت   جدهم به يروز ه   www.SID.ir
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هاي مزانشيمي   يند تمايز سلول  ا در فر  GalNAcقند انتهايي   

هـا   شـدن كندروسـيت   ها و يا پروسه دژنره  به استئوبلاست 

هاي داراي قند    اين امكان هست كه گليكوكانژوگيت    . باشد

هــاي مزانشــيمي بــه   در تمــايز ســلولGalNAcانتهــايي 

ها تـا    ها به استئوسيت   ها و تمايز استئوبلاست    استئوبلاست

  .ثر باشندؤحدودي م

دهي ميان   در پژوهشي كه اثر سيگنال:PNA لكتين ●

هاي ستيغ عصبي بعد از  اكتودرم، آندودرم و سلول

 مهاجرت را در كمان اول بررسي نموده، نشان داده شده

 TGF-β كه يك زيررده از خانواده BMP-4 ژن است كه

گردد و  باشد، در اكتودرم و آندودرم كمان اول بيان مي مي

شود  بخش پروكسيمال اكتودرم بيان مي نيز در FGF-8ژن 

 را در مزانشيم كمان Msx-2 و Msx-1هاي  و بيان ژن

اين امكان وجود دارد كه ). 1( نمايد تنظيم مي

 ساكاريد انتهايي گالاكتوز هاي داراي دي گليكوكانژوگيت

N- استيل گالاكتوز آمين كه با شدت بالا در سطح راسي

اي پايه آندودرم و خصوص غش هو سيتوپلاسم فوقاني و ب

هاي  اكتودرم كمان اول و سيتوپلاسم، سطوح و استطاله

ها در روزهاي دهم و  هاي مزانشيمي زير اين اپيتليوم سلول

 FGF-8 وBMP-6هاي  اند، با بيان ژن  يازدهم حضور داشته

 در Msx-2 و Msx-1هاي  در اكتودرم و آندودرم و ژن

ر روي د كه اي در مطالعه. مزانشيم رابطه داشته باشند

 در موش انجام شده، نشان Paired boxهاي خانواده  ژن

 در طي تكوين اوليه مزانشيم سر Cart-1داده شده كه ژن 

هاي حلقي و در نهايت در نواحي ايجاد  و سپس در كمان

همچنين در پژوهش ديگري ). 25( شود غضروف بيان مي

 Alk-8نام  ه، بI تيپ TGF-βر روي رسپتوري از خانواده د

 Alk-8 مشخص نموده كه Zebrafishدر جنين 

را براي تشكيل  BMPدهي  هايي از سيگنال گراديان

هاي ستيغ  هاي حلقي حاصل از سلول هاي كمان غضروف

 لذا اين احتمال وجود دارد ،)26(نمايد  عصبي ايجاد مي

ساكاريد انتهايي  هاي داراي دي كه گليكوكانژوگيت

هاي بالا   آمين كه در شدتاستيل گالاكتوز-N گالاكتوز

هاي مزانشيمي درون كمان اول در روزهاي دهم  در سلول

 Pairadهاي خانواده  اند، با بيان ژن و يازدهم مشاهده شده

box و يا اعضاي خانواده TGF-βدر ارتباط باشند  .

هاي مزانشيمي درون  واكنشي كه در ماتريكس بين سلول

دليل حضور  تواند به كمان اول رخ داده است، مي

 ترومبواسپاندين باشد كه در تكثير و گليكوپروتئين

همچنين واكنشي ). 23 و 13( ها نقش دارد مهاجرت سلول

ها رخ داده، امكان دارد در  كه در غشاي پايه اپيتليوم

هاي غشاي پايه  گليكوپروتئينارتباط با حضور هر يك از 

هر يك ، لامينين و انتاكتين باشد كه IVكلاژن نوع : نظير

بنابراين اين . )13( عملكردهاي خاصي را بر عهده دارند

ساكاريد  هاي داراي دي احتمال هست كه گليكوكانژوگيت

هاي مزانشيمي در روزهاي   در سلولGal/GalNAcانتهايي 

دوازدهم، سيزدهم و چهادهم، در روند تمايز 

ها و آغاز تكوين غضروف نقش داشته  كندروبلاست

ها نقش  شدن كندروسيت حل دژنرهباشند، اما در مرا

اين امكان وجود دارد كه عدم . خاصي را ايفا ننمايند

دليل عدم  شدن به  در مراحل دژنرهPNAواكنش لكتين 

استيل گالاكتوز - Nساكاريد انتهايي گالاكتوز حضور دي

هايي   مولكولباساكاريد  كه اين دي آمين باشد و يا اين

د كه براي اطمينان از چون اسيدسياليك پوشيده شده باش  www.SID.ir
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كارگيري  هبايست از آنزيم سياليداز قبل از ب اين احتمال مي

اين افزايش شدت واكنش در .  استفاده نمودPNAلكتين 

دهنده اين موضوع باشد كه  روز پانزدهم، امكان دارد نشان

ساكاريد انتهايي  هاي داراي دي گليكوكانژوگيت

Gal/GalNAcهايي  وسيت در سيتوپلاسم و سطوح كندر

شدن در غضروف هستند و در  كه در مراحل پاياني دژنره

ها و ماتريكس بين  سيتوپلاسم و سطوح، استطاله

هاي مزانشيمي اطراف غضروف حضور دارند، در  سلول

هاي  هاي مزانشيمي به سلول يند تمايز سلولافر

ها دخالت  شدن كندروسيت استئوبلاست و يا پروسه دژنره

 در روز PNA واكنش در لكتين شدت. داشته باشند

تواند   بالاتر بوده است و ميSBAنسبت به لكتين  جدهميه

هاي داراي  گر اين مطلب باشد كه گليكوكانژوگيت بيان

يند استخواني ا در فرGal/GalNAcساكاريد انتهايي  دي

تر از  اهميت ثرتر و باؤشدن غضروف مكل م

. اند  بودهGalNAcهاي داراي قند انتهايي  گليكوكانژوگيت

ر روي غضروف مكل در جنين رت ددر پژوهشي كه 

-Nانجام شده، مشخص شده كه اوليگوساكاريد انتهايي 

اما در . )27(ست  اها استيل گلوكزآمين ويژه استخوان

ساكاريد انتهايي  رسد كه دي نظر مي ه بحاضرمطالعه 

 ويژه استخوان در ،استيل گالاكتوز آمين-N گالاكتوز

دليل  تواند به باشد و اين اختلاف مي يغضروف مكل م

اي  هاي مورد مطالعه باشد، چرا كه يافته تفاوت در گونه

ر روي ماركروهاي اختصاصي دشبيه به اين در پژوهشي 

PGCسوي  ههاي موش و رت كه در حال مهاجرت ب

هاي PGCگنادها هستند صورت گرفته و مشاهده شده 

اند، در  وده بFucos-αجنين موش داراي قند انتهايي 

 GalNAc داراي قند انتهايي Ratهاي جنين PGCكه  حالي

ساز در  واكنشي كه در ماتريكس استخوان). 28( باشند مي

گردد،   مشاهده ميPNA و SBAهاي  پاسخ به لكتين

هايي چون كلاژن  گليكوپروتئيندليل حضور  تواند به مي

 و 13(ساز هستند  هاي استخوان  كه ويژه ماتريكسIنوع 

ثر در تكوين ؤ معواملدليل حضور ساير  و يا به) 14

  .  استخوان باشد

اين تصور وجود دارد كه در روزهاي  :MPAلكتين ●

هاي داراي قند انتهايي   گليكوكانژوگيتدهم و يازدهم،

يند ايجاد غضروف مكل و تكوين اوليه اگالاكتوز در فر

ثر ؤآن نقش چنداني نداشته باشند و يا در مقادير كم م

هاي  گليكوكانژوگيتباشند، اما اين احتمال هست كه 

كه در اكتودرم و آندودرم  گالاكتوزداراي قند انتهايي 

ها  دهي اين سلول حضور دارند تا حدودي در سيگنال

اين توزيع با . ثيرگذار باشندأبراي تكوين اوليه غضروف ت

ر روي رت انجام شده در اين دنتايج پژوهشي كه 

بين رفتن ساختار  ازاز   بعدMPAخصوص كه لكتين 

، تا حدودي مطابقت )29(غضروفي واكنش داده است 

هاي  گليكوكانژوگيتاين احتمال وجود دارد كه . نمايد مي

سازي و  يند استخواناگالاكتوز در فرداراي قند انتهايي 

ها نقش داشته  هاي مزانشيمي به استئوبلاست تمايز سلول

 PNAپاسخ لكتين به با مشا باشند كه اين حالت تقريباً

شود كه برخي از تركيبات داراي  بوده است و پيشنهاد مي

قند انتهايي گالاكتوز از زمان آغاز تكوين استخوان، 

  .  اند شروع به تشكيل نموده

توان چنين عنوان نمود كه  گيري كلي مي در يك نتيجه

www.SID.ir  استيل –Nهاي داراي قند انتهايي   گليكوكانژوگيتاحتمالاً
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ساكاريد  ها ي داراي دي وز آمين و گليكوكانژوگيتگالاكت

 استيل گالاكتوز آمين در كليه مراحل -N/انتهايي گالاكتوز

هاي مزانشيم و  تكوين غضروف مكل از تجمع سلول

هاي آندودرمي و مزانشيمي، تا تمايز  دهي سلول سيگنال

ها در سطوح و ماتريكس  ها به استئوبلاست كندروسيت

هاي داراي  اند، گرچه گليكوكانژوگيت هها نقش داشت سلول

 استيل گالاكتوز اغلب -N/ساكاريد انتهايي گالاكتوز دي

رسد كه   نظر مي علاوه به هب. اند حضور بيشتري را نشان داده

هاي داراي قند انتهايي گالاكتوز تنها در  گليكوكانژوگيت

ثري ؤها نقش م ها به استئوبلاست يند تمايز كندروسيتافر

 مذكورهاي  حضور گليكوكانژوگيت.  نمايندرا ايفا

ها  ها و محصولات ژني كه به آن تواند با حضور ژن مي

  . اشاره گرديد مرتبط باشد

  تشكر و قدرداني
از زحمات د كه ندان  بر خود لازم ميگاننويسند

سركارخانم متجدد و جناب آقاي دكتر مهدي جلالي و 

لوم همكاري گروه ژنتيك و علوم تشريح دانشكده ع

شناسي دانشگاه آزاد اسلامي  پزشكي مشهد و گروه زيست

تشكر و  انجام اين پژوهش كمال منظور بهواحد مشهد 

   .آوردعمل  قدرداني را به
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Abstract  

The developmental changes in certain glycoconjugates during the 

development of Meckel's cartilage in the mouse 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Farkhondeh Kalat, A. 
1
; Baharara, J. 

2
;  Khayatzadeh, J.

2
 ; Fazel, A. 

3
 

1. M.S in Animal Cellular and Developmental Biology, Mashhad Islamic Azad University 

2. Assitant Professor, Department of Biology, Mashahd Islamic Azad University 

3. Professor of embryology and Cellular Biology, Mashhad University of Medical Sciences 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Introduction: Glycoconjugates are molecules with a carbohydrate bounded to proteins. The terminal 

sugars of glycoconjugates are specific identified by lectins. Glycoconjugates play an important role in 

various developmental processes. This study examines the developmental changes in certain 

glycoconjugates during the development of Meckel's cartilage through lectin histochemistry.  

Materials and Methods:10-15-day-old Balb/C mice embryos as well as 18-day-old fetuses were fixed in 

formalin. Serial sections of the samples were gathered for incubation with three types of conjugated 

lectins with HRP enzyme including: Glycine max (SBA) specific to N-acetylgalactoseamin (GalNAc)، 

Arachis hypogaea (PNA) specific to Galactose / N-acetylgalactoseamin (Gal/GalNAc) and Maclura 

Pomifera (MPA) specific to Galactose (Gal). The enzymatic reactions were then studied using optical 

microscope. 

Results: Our results indicated that terminal carbohydrate of GalNac and terminal disaccharide of 

Gal/GalNAc were presented from initiate condensation of mesenchyme cells in the center of first 

branchial arch until the end of Meckel's cartilage development. But terminal carbohydrate of Gal was 

noticed from day 13 on. .  

Conclusion: Our study showed that glycoconjugates with terminal carbohydrate of N-

acetylgalactoseamin and terminal disaccharide of Galactose / N-acetylgalactoseamin have critical role 

in condensation of mesenchyme cells, cartilage formation and chondrocyte differentiation to osteocyte. 

Furthermore, glycoconjugates with terminal carbohydrate of Galactose probably play an important 

role in chondrocyte differentiation to osteoblasts.   

Key words: Meckel's cartilage, glycoconjugate, lectin histochemistry, mouse.  www.SID.ir
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