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Abstract: Using specific skeletons staining with alizarine red S (AR) and alcian blue (AB) which is a 

significant method for of ossification centers during embryogenesis. One major problem in this 

method was been percipitation of chemical stain which has been resulted in weak to no reaction in 

different stages of bone and cartilage development. The purpose of this study was to develop new way 

to over come this technical problem. By using high concentration of AR (2.5 volume) combined with 

less concentration AB (0.5 volume) as well as decreasing processure time from 3 days to 1.5 and also 

we decreased the acidity of staining solution up to pH 5, we were able to show that after clearing of 

embryos, the soft tissues are absoultly clear and cartilages and bones were stained perfectly. It seems 

that with modify processures, dye can penetrate the embryonic tissues and remain in place after 

pentration. As high acidity may decreased the amount of bone, it is recommoned to reduced the rate of 

acidity. 
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   چكيده 
 كـاملا   روشـهاي  از  يكـي  بلـو   آلسـين  و  رداس  آليـزارين   رنگهـاي  از  اسـتفاده  بـا   اسكلتي  سيستم  آميزي رنگ

 از  يكـي  . شـود   مـي   محسـوب   جنينـي   دوران  طـي  در  سـازي  استخوان مراكز  دادن  نمايش  براي  اختصاصي
  اسـت   نرم  نسوج  روي بر رنگها  رسوب پيوندد مي  وقوع  به  آميزي رنگ  اين  طي در معمولا  كه  اصلي  مشكلات

  ارائـه   پژوهش  اين از  هدف. دهند  مي  نشان خود از  ضعيفي  العمل عكس ها استخوان و ها نهايتاً غضروف  كه
  روي بـر   كـه   پـژوهش   ايـن  در .باشد  مي  آميزي رنگ  نوع  اين از  ناشي  مشكلات  حل  جهت ناسبم  روش  يك

 بـا  بلو  آلسين  همراه  به ) حجم  نيم دو( رد  آليزارين  رنگ  بالاي  غلظت از  پذيرفت  انجام Balb/C نژاد  موش
  pH  و روز  نـيم  و  يـك   بـه  روز  سه از  ميزيآ رنگ  زمان  اينكه  ضمن .شد  استفاده ) حجم  نيم(  پايين  غلظت
  آميـزي  رنـگ  از  پـس   كـه  دهـد  مـي   نشـان   پژوهش  اين  هاي يافته.  يافت تغيير ٥  به ٣از   آميزي رنگ  محلول
 و هـا  غضـروف  و  بوده  شفاف كاملا  نرم   نسوج %١ پتاس   محلول در آنها  كردن  شفاف و  فوق متد با ها نمونه

  كـه   اسـت   واقعيت  اين بيانگر  فرمول تغيير اين از  حاصل  نتايج . شوند مي  آميزي رنگ  كامل بطور ها استخوان
 بافتهـا   داخـل   بـه  را  رنـگ  نفوذ  موجبات تواند مي  طرف  يك از  آميزي رنگ  پروسه در  فوق  تغييرات  مجموعه

  اسـيديته   كـه  آنجـا  از  همچنـين . شـود    زيآمي رنگ از  پس  رنگ  ثبوت  موجب ديگر  طرف از و  نموده  فراهم
 بكـار  pH  بنـابراين  آورد  فـراهم  را  اسـتخوان   امـلاح   كـاهش   موجبات  است  ممكن  آميزي رنگ  محلول  بالاي
  .نمايد مي  برطرف نيز را  نقيصه  اين متد  اين شده در  گرفته

  . آليزارين رداس،  آلسين بلو، غضروف و استخوان:گل واژه گان

  

 

 
   مقدمه
 اخيـر   دهـه   چنـدين   طـي  در  مختلف  مطالعات  اگرچه
  جمله از  محيطي  عوامل از  بسياري  كه  است  داده  نشان
  حـال  در  جنين بر  مخربي  اثرات  داراي داروها و مواد

 بـر  را آنهـا   اثـرات   بعدي  تحقيقات و باشند مي  تكامل
  است  نيدهرسا  اثبات  به نيز  آزمايشگاهي مدلهاي  روي

  مطالعـات  در را  جديدي  سرفصل تاليدوميد  فاجعه اما
  احتمالي  عوارض  بررسي  وضرورت گشود  تراتولوژي

  درماني  چرخه وارد  كه  داروهايي  كليه  مصرف از  ناشي
  همـين  در ).١٩،٨،٧،٦،٥،٣( آشكارساخت  گردند مي

  معـرض  در  جنـين  در  كـه   هايي سيستم از  يكي  رابطه
 اسـتخوانها   جمله از  اسكلتي  سيستم دارد قرار  آسيب

  فتال  مرحله  طي در آنها  آميزي رنگ  بنابراين. باشد مي
  مطالعــات در  اساســي و  مهــم  هــاي گــام از  يكــي

 اولاً  آن  كمـك   بـه  تـا  آيـد  مـي   حسـاب   به  تراتولوژي
  كامـل  بطـور  ها غضروف و ها استخوان  طبيعي  تكامل
 مراكـز  ظهور  دقيق  زمان ثانياً قرارگيرد  بررسي مورد

 نمود  شناسايي  تجربي  هاي جنين در را  سازي استخوان
  نقايص يا و رشد تأخير بعد  مراحل در  آن  كمك  به تا

داد   تشـخيص   تجربـي   هاي جنين در را  سازي استخوان

)١٧،١٣،١١.(  

  رسـوب   تـوان  مـي   آن  بوسـيله   كـه   هايي روش از  يكي
  سازي استخوان مراكز و استخوانها در را  كلسيم  حاملا

  ماده  بوسيله آنها  آميزي رنگ داد، قرار ديد  درمعرض
  بوسـيله  بـار   اولـين   كـه  باشـد  مـي   رداس آليـزارين 

Dawson هاي روش با بعداً  ولي). ٢(  پذيرفت   انجام  
 پـذير  امكـان  نيـز   دانشـمندان  ديگر توسط  به  ديگري
 بـا  نيـز  هـا  غضـروف   آن  متعاقـب  .) ٢٠،٩(گرديـد 
 بلو تولوئيدين بلو، متيلن  جمله از  هايي رنگ از  استفاده

  اولـين  اما). ١٤(شدند   آميزي رنگ بلو آلسين اخيراً و
 ها غضروف و ها استخوان  توام  آميزي رنگ  جهت  گام
 ١٩٧١  سـال  در Wassersug توسـط   بـه   جنـين  در

 و ها غضروف  جنين  يك در ، روش  اين در. شد  انجام
  رنـگ   بـه   ترتيب  به  متفاوت  هاي رنگ با ها استخوان
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  آن از  پـس  هرچنـد ). ٢٢( آينـد  درمـي  قرمـز  و  آبـي 
 امـا  )١٢،٤،١ (. اسـت   شده  ارائه نيز  ديگري  روشهاي

 بخـش   رضـايت   آمـده   بدسـت   نتـايج  موارد  بعضي در

  به را  قمحق  ماهه  چندين  زحمات  است  ممكن و  نبوده 
  .دهد هدر  به  ذيل  دلايل

  رنـگ   رسـوب   علـت   بـه  مـوارد  از  بسـياري  در  ‐١
  آبـي   رنـگ   بـه  ها جنين ، نرم  نسوج  روي بر بلو آلسين

 و هـا  اسـتخوان   رؤيـت   نتيجـه  در و آينـد  درمـي   تيره
 پـذير  امكـان   كامـل  بطـور   سـازي   اسـتخوان  مراكـز 

 .باشد نمي
  زمـاني   مدت  يك در  آميزي رنگ  اين  كه آنجا   از‐٢

  كـه   است  طبيعي انجامد، مي  طول  به  ماهه چند  طولاني
  رفـتن   بـين  از بـا  كـار   انتهـاي  در  نتيجـه   حصـول   عدم

 از مجـدد   اسـتفاده   امكـان   چـون   است  همراه ها جنين
 .ندارد وجود آنها

  كـه  همانطور و  بوده  گران نسبتاً  آميزي رنگ  اين  ‐٣
  طـول  در آمـد  خواهـد  روشـها  و مـواد   بخـش  در

 و گذرانند مي را  مختلفي  مراحل ها آميزي، نمونه رنگ
 پـذير  امكـان  يكبـار   بـراي  فقـط  ها محلول از  استفاده

 .باشد مي
 مذكور،  نقايص  رفع منظور  به و  فوق موارد  به  توجه با

 بتـوان   آن  كمـك   بـه   كـه   مناسب متد  يك  به  دستيابي

  حصـول  از  اطمينـان  با را  اسكلتي  سيستم  آميزي رنگ 
  ايـن  .رسـيد  مـي  نظـر   بـه   ضـروري  داد  انجـام   نتيجـه 

  دانشـكده   شناسـي  جنـين   آزمايشـگاه  در  كه  پژوهش
 بـا   پذيرفتـه   انجـام   سـال  چنـد   طي در مشهد  پزشكي

 و  آميـزي  رنگ  ها، زمان رنگ  غلظت در  كه  تغييراتي
pH  روش  ارائه  اجازه  ژوهشگرانپ  به  شده  داده آنها  

  . است  داده را  مناسبي

 
   كارروش و مواد

   آزمايشگاهي  حيوان
  پـژوهش   ايـن  در  اسـتفاده  مورد  آزمايشگاهي  حيوان
 از  پـس   كـه  بـود  balb/c نـژاد  سـوري  سـفيد   مـوش 

  زمان  تعيين و  ماده  هاي موش در  واژن  پلاك  مشاهده
 هـا  جنين  حاملگي  جدهمهي روز  طي در ، حاملگي صفر

 از  كـه   جنـين  ١٢٧  روي بر  پژوهش اين .شدند  خارج

  انجـام  بودنـد   شـده   استحصـال   حاملـه   مـوش   سـيزده 
  . پذيرفت

 
   مصرفي مواد

  شـامل   پـژوهش   ايـن  در  اسـتفاده  مـورد   رنگهـاي 
Alizarin red S  شــركت  ســاخت   Merck و 

Alcian blue 8 GXشركت    ساخت   Reidelود ،ب ـ 
 Merk  شـركت   سـاخت  %٨٧  گليسـيرين  از  همچنين
  دانشـگاهي  جهاد  ازطريق مجموعاً  كه گرديد  استفاده

  .شدند  تهيه

 
  ها روش

  هـاي  پرده  برداشتن و ها جنين  تخليه از  پس  بلافاصله
       الكل در ، فيزيولوژي  سرم در آنها  شستشوي و  جنيني

  پس شدند،  داده ارقر  ساعت چهار  مدت  به درجه ٩٦
 و شـد   برداشـته   كامـل  طـور   به ها جنين  پوست  آن از

 از  پـس  و گرديـد   تخليـه   سـينه   قفسه و  شكم  احشاي
  آن در روز  پـنج   مـدت   بـه درجـه   ٩٦  الكـل   به  انتقال

  نسج  حذف منظور  به بعد  مرحله  طي. شدند  نگهداري
 روز  سه  حداقل  مدت  به ها نمونه  گرفتن  قوام و  چربي

 آميزي، رنگ  جهت  سپس . شدند  داده قرار  استن در
  شـامل   كـه   رنـگ   محلـول   بـه   تجربي  گروه  هاي جنين
  هـاي  محلـول  ابتـدا  در. شـدند   منتقـل   اسـت  زيـر  مواد

 زير  شرح  به بلو آلسين و  رداس اليزارين  رنگ  ذخيره
  .شد  آماده

 ٧٠  انولات ـ در GX8 بلـو  آلسـين % ٠/٣  محلـول  ‐١
  درجه

  درجه ٩٦  اتانول در  رداس آليزارين% ١  محلول ‐٢
 هـا،  نمونـه   آميـزي  رنـگ   براي كار  محلول  تهيه  جهت

  :گرديد  تهيه زير  شرح  به  مخلوطي

   حجم  نيم GX ٨بلو   آلسين  محلول از

   حجم  نيم و دو  رداس  آليزارين  محلول از

   حجم  يك  گلاسيال  اسيداستيك

   حجم  شانزده  درجه ٧٠  الكل

 ٣٦  مـدت   بـه  pH=4/5-5 با  فوق  محلول در ها جنين
 داده قـرار  سـانتيگراد   درجـه  ٣٧انكوباتور  در  ساعت

  بـه   رنگ  محلول بايد بهتر  نتيجه اخذ منظور  به. شدند 
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  گـروه  .گيـرد  قـرار   جنـين  هر اختيار در  كافي  ميزان
  ديگـري   محلـول   به ) كنترل  گروه( ها ازجنين  ديگري

  اليـزارين   حجـم   يك و بلو  آلسين  حجم دو  شامل  كه
 ٣٧  حـرارت   درجـه  در  سـاعت  ٣٦  مـدت   بـه  بود رد

  .شدند  داده قرار سانتيگراد  درجه

  خارج  رنگ  محلول از ها نمونه ، آميزي رنگ  خاتمه در
  حـذف   جهـت   جـاري   آب در شستشـو  از  پس و  شده
  شـفاف  منظـور   بـه  و ها جنين  سوجن  روي  اضافي  رنگ

  مدت  به درصد  يك  پتاس  محلول  به ابتدا آنها،  نمودن
 هـا  جنـين   مرحلـه   ايـن   پايـان  در .شدند منتقل روز دو

 و قرمـز   رنـگ   بـه  هـا  اسـتخوان  و  شـده   شـفاف  نسبتاً
  نسـج   وراي از  آيند كه درمي  آبي  رنگ  به ها غضروف

  محلـول   بـه  هـا  جنـين   سـپس  . هستند  رويت  قابل  نرم

  بـدنبال  و شـدند   منتقل  گليسرين %٢٠و   پتاس %٨٠
 و  گليسـيرين   افزايشـي   غلظـت  با  هاي محلول در  آن

  گليسيرين نهايتاً و % ٨٠و  % ٥٠  شامل  پتاس  كاهش
 قـرار   جهـت   لازم  زمـان   مـدت  .شـدند   منتقـل   خالص
 تـا  دو  نبـي   كـدام  هر در  فوق  هاي محلول در  گرفتن

 ها نمونه  شفافيت  ميزان  به  بستگي و باشد مي روز  پنج
  بـه  شد  شفاف  اول روز دو  طي  اي نمونه  چنانچه .دارد

  حـذف   صـورتيكه  در و شـود  مـي   بـرده   بعدي  محلول
  شـفاف   لازم  انـدازه   به ها نمونه يا و نباشد  كامل  رنگ

 رارق ـ  محلـول  در  بيشـتري   مـدت   بـه  باشـند   نشـده 
 قـرار  هـا  نمونـه   نگهداري  جهت  گام  آخرين. گيرد مي

 در  چنانچه .باشد  مي  خالص  گليسيرين در آنها  دادن
  كـافي   انـدازه   بـه  را  رنگ ها جنين ، آميزي رنگ  خاتمه
  نمونه مجدداً زير  شرح  به  توان مي باشند  نكرده  كسب

  .نمود  آميزي رنگ را

  به آنها  دادن قرار و  سيرينگلي از ها نمونه  خروج  ‐١
 %١  پتاس در روز  يك  مدت

  يـك   مـدت   بـه   جـاري   آب در ها نمونه   شستشوي‐٢
   ساعت

 الذكر فوق  رنگ  محلول در آنها مجدد  دادن قرار  ‐٣
  روز  يك  مدت  به  درجه٣٧  حرارت  درجه در

  مراحـل   مطـابق  كار  ادامه ، رنگ از  خروج از  پس  ‐٤
  .باشد مي كوتاهتر  زماني  بامدت  يول مذكور

  ديگري  فيكساتورهاي در قبلا ها نمونه  كه  مواردي در
  بـه  آنهـا   آميـزي  رنگ باشند  گرفته قرار  الكل از غير

  معمـول  بطـور   ولـي   اسـت  پـذير  امكـان   فـوق   روش
 بايـد  ابتـدا  در .آيـد   نمـي   بدست  مطلوبي  آميزي رنگ
  جـاري   آب در  اعتس ـ ٢٤ حـداقل   مـدت   بـه  ها جنين

 از  پـس . شود  حذف فيكساتور تا شوند  داده شستشو
  سـاعت   سـه   حداقل  مدت  به مقطر  آب در مجدداً  آن

  به ها جنين  انتقال  جهت  خاتمه در .شوند  داده شستشو
  هـاي  الكـل  در را آنهـا   ترتيـب   به بايد  درجه ٩٦  الكل

 دو  مـدت   بـه   كـدام  هـر  در  درجه ٩٠و  ٨٠، ٧٠، ٥٠
 ٩٦  الكـل   بـه  را آنهـا  نهايتاً و شوند  داده قرار  ساعت
  شـده  ذكر موارد  مطابق  مراحل  بقيه .داد  انتقال  درجه

  يـك  از  اسـتفاده   امكـان   روش  ايـن  در. باشـد  مـي 
  ممكـن  موارد  اي پاره در.  دارد وجود  هم  آميزي رنگ
 در. باشـد   محقـق  نظـر  مـورد  ها غضروف  تكامل  است
 ، رداس آليزارين  رنگ  حذف با  توان مي  شرايطي  چنين

  اضـافه   محلول  به  درجه ٧٠  الكل  آن  معادل  حجم  هم
 و هـا  نااسـتخو  ظهـور  صرفاً   كه مواردي در يا نمود ،
   صورت اين در .باشد  نظر مورد  سازي استخوان مراكز

  آن  جاي  به و نمود  حذف را بلو  آلسين  رنگ  توان مي
  رنـگ   محلـول   بـه  را  درجـه  ٧٠  الكـل   معـادل   مــحج

  .نمود  اضافه

 
  ها نمونه از  برداري عكس
  جهـت   شـدن   شـفاف  و  آميـزي  رنـگ  از  پس ها نمونه

ــه ــتخوان  مطالع ــا اس ــا غضــروف و ه  توســط ه
 بـا  و  گرفتـه  قرار  بررسي مورد استرئو  ميكروسكوپ

 BH2 دار دوربـين  اسـترئو   ميكروسـكوپ  از  اسـتفاده 
  .شدند  عكسبرداي

  

   آماري  مطالعه
  براسـاس  هـا  نمونـه  ، اطلاعـات   تحليـل  و  تجزيه  جهت
 از بلـو   آلسـين  و رد  آليـزارين  بـا   پذيري رنگ  شدت

  روي بـر  بلـو   آلسين  رنگ  رسوب  وميزان  طرف  يك
  بنـدي  رتبه  جداگانه طور  به ديگر  طرف از  نرم  نسوج
  غيرپـارامتري   آزمـون  از آنهـا   مقايسـه   بـراي  و  شـده 

  .شد  استفاده  واليس  كروسكال
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   نتايج
  گـروه   روزه  هيجـده   هـاي  جنـين   آميـزي  رنگ از  پس

 و  اسـتخوان   هـاي  بافـت  آنهـا،   نمودن  شفاف و  تجربي
  ،ها جنين  كامل  شفافيت  علت  به و  شده ظاهر غضروف 

 و  سـازي  اسـتخوان  مراكـز  اسـتخوانها،   تمامي  بررسي 
 هـا،  انـدام  در .هسـتند   بررسـي   قابـل  هـا  ضـروف غ

  غضـروفي   داخـل   طريقـه   بـه  عمـدتاً   سـازي  اسـتخوان 
  هـاي  اسـتخوان  ديـافيز  روز  اين در و شود مي  ساخته

  رويت  قابل قرمز  رنگ با و  بوده  استخواني كاملا دراز
 . است  غضروفي هنوز ها استخوان فيز اپي  ولي هستند
  هـاي  كانون  شكل  به  دست در  سازي استخوان مراكز
  العمـل  عكس  رداس  آليزارين  رنگ با شديداً  كه  اوليه
  غضـروفي   مـاتريكس   يـك   داخل در و دهند مي  نشان
  تـوراكس   ناحيـه  در.  اسـت  مشـهود  كـاملا  دارند قرار
 بـا  كـاملا  هـا  دنـده   غضروف و  بوده  استخواني ها دنده

   .اند دهدا  نشان  العمل عكس بلو  آلسين
 

 
  

 بـا   كـه   مـوش   روزه  هيجـده   جنين  طرفي   نماي:١  شماره تصوير
  درايـن   . اسـت   گرديـده   آميـزي  رنـگ   مقاله در  شده  ارائه  روش
 و  كامـل   پـذيري  رنـگ   علـت   بـه  اسـتخوانها  و غضـروفها   نمونـه 

  .باشند مي  مشخص كاملا  نرم  نسج  شفافيت

 

 لحـاظ  از  تجربي  هاي ونهنم  كه ايج نشان مي دهدــنت 
 بـا   آميـزي  رنـگ   شـدت  و  نـرم   نسوج  شفافيت  ميزان

  گـروه   هـاي  جنـين  با  داري معني  اختلاف رد  اليزارين
  .) >٠٠١/٠P( دارد  كنترل

  كـه  هـا  اسـتخوان   صـدف  در و  جمجمـه   احيهـن ـ در 
 سـاخته   غشـايي  يـا   مسـتقيم   طريقه  به  سازي  استخوان

  ايـه ـ انـت ــفون و انـد  شده  استخواني تقريباً شوند، مي 
  ).١  شماره تصوير(هستند   رويت  قابل  طرفي

  قبلي  متدهاي با  كه  كنترل  گروه  هاي نمونه  بررسي در
  آلسين شديد  رسوب  علت  به بودند  شده  آميزي رنگ

  رنـگ  و  طـرف   يـك  از  جنـين   نـرم   نسـوج   برروي بلو

  موجـب  ديگـر،   طـرف  از  غضـروف  شـديد   پـذيري 
  تيـره  نسـبتاً   آبـي   رنـگ   به ها جنين  كه  است  گرديده
  بررسي و  استخواني  بافت تظاهر  ويژگي  اين و درآيند

  اشكال با  تجربي  گروه  هاي جنين با  مقايسه در را آنها
  ).٢  شماره تصوير>P ٠٠١/٠( سازد مي  مواجه

 

 
  ايـن  در ، موش  روزه  هيجده  جنين  طرفي   نماي:٢  شماره تصوير
 در و  نـرم   نسـج   روي بـر  بلـو  آلسين  رنگ  رسوب  علت  به  جنين
 بـا  را غضـروفها  و اسـتخوانها  ظهـور   جنـين،   شفافيت  عدم  نتيجه
  . است  ساخته  مواجه  اشكال
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 استخوانها و ، غضروفها آميزي رنگ از  پس  هك دهد مي  نشان را  جنيني a٣تصوير  ، موش  روزه  هيجده  جنين  طرفي   نماي:b٣و  a٣صاوير ت

  رنگ غضروفها و قرمز  رنگ كاملا استخوانها  كه دهد مي  نشان مجدد  آميزي رنگ از  پس را  جنين  همان ٣ b. اند نكرده  دريافت را  لازم  رنگ
  اند نموده  كسب را  آبي

 
  

 در  طـولاني   مـدت   بـراي   كه  هايي نمونه در  اشكالاين 
  بنابراين خورد مي  چشم  به نيز باشند  گرفته قرار  الكل
 در .شوند  نگهداري  الكل در  طولاني  مدت نبايد  جنين
 تقريبـاً   اضافي  هاي رنگ  حذف معمولا  شرايطي  چنين

  بيشتري  مدت  براي ها نمونه  چنانچه و  است  غيرممكن
  قـوام   مـدتي  از  پـس  شـوند   داده قـرار  %١  پتـاس  در

 ها جنين  شدن  متلاشي و  رفت خواهد  دست از ها جنين
  . داشت خواهد  بدنبال را

  خاتمـه  از  پـس   اسـت   ممكـن  مـوارد   اي پـاره  در
  رنـگ  هـا  نمونـه  از  بعضي  هاي استخوان ، آميزي رنگ
  علل  شرايطي  چنين در  كه باشد  نكرده كسب  را  لازم

  مهمتـرين   جملـه  از باشـند ،  مي  دخيل  آن در  مختلفي
 تعداد با  مقايسه در  رنگ  محلول  حجم  بودن  كم آنها

  ده  حـداقل   جنـين  هـر  ازاء  به بايد و باشد مي ها نمونه
  عامـل  .شـود   نظرگرفتـه  در  رنـگ   محلـول  ليتـر   ميلي

  بـودن   كوتـاه  نمـود   اشـاره   آن  به  توان مي  كه  ديگري
 و نمـود   وانعن ـ را  رنگ در ها نمونه  گرفتن قرار  زمان
  بـه   تجربي  هاي جنين در  خصوص  به  كه  موردي نهايتاً
  اسـت   ممكـن   مناسب  گيري رنگ  عدم خورد مي  چشم

  علت  به ها استخوان در  كلسيم  رسوب  كاهش دليل  به
 ها جنين  توان مي  شرايطي  چنين در .باشد رشد تأخير 

 قـرار   زمـان   روش  اين با . نمود مجدد  آميزي رنگ را
  رداس  آليـزارين   مقابـل  در  كلسـيم   امـلاح   گـرفتن 
 را  آل ايـده   رنـگ  هـا  جنـين  نهايتـاً  و يابـد  مي  افزايش
  ).٣ bو  ٣ aتصاوير  (آورد خواهند  بدست

 و  اضافي  هاي رنگ  حذف  مراحل  طي در  است ممكن 
  طـولاني   گـرفتن  قـرار   علت  به ها، نمونه  كردن  شفاف
  بـين  از ها نمونه از  بعضي  قوام ، پتاس  درمحلول  مدت
  ايـن  .گيرنـد  قـرار   شـدن   متلاشـي   حالـت  در و  رفتـه 

 تـر  كوچـك   هـاي  جنـين  درمـورد   خصوص  به  ويژگي
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 بايد  شرايطي  چنين در. نمايد مي پيدا  بيشتري  مصداق
 در و  شـده   خـارج  پتـاس   محلـول  از هـا  نمونه  بلافاصله
 ، گليسيرين از  مساوي  جمح  داراي  كه  ديگري  محلول

   پس.  شوند  داده قرار باشد مي  آب و  درجه ٩٥  الكل
  بدسـت  را  لازم  قـوام  معمـولا  هـا  جنـين  روز چنـد  از

 احتيـاط  با را ها نمونه  توان مي  آن  متعاقب و آورند مي
  چنين در  است بهتر .داد  انتقال  كننده شفاف  محلول  به

 از آنها بيشتر  تخريب از  ريجلوگي منظور  به  شرايطي
  .نمود  استفاده درصد  نيم  پتاس

  

 

  

   بحث
  عنـوان   تحـت  هـا  رنگ از  گروهي  به  رداس  آليزارين

Anthraquinone  رنـگ   يك  عنوان  به و دارد  تعلق  
  هـاي  تكنيـك  در  زيـادي   مصـارف   آنيونيـك، داراي 

 از  طبيعـي  بطـور   رنـگ   ايـن  .باشـد  مـي   شـيمي  هيستو
 شود مي  تهيه  روناس  ازجمله  گرمسيري  گياهان  بعضي

 امكـان  نيـز   سـنتيتيك   طريقـه   به  آن  تهيه  امروزه  ولي

  بـه   فنلـي   گـروه   اكسـيژن   رنـگ   ايـن  در . اسـت  پذير
  كلسـيم  آزاد  هـاي  يـون   به  الكترون  دهندگان  عنوان
 رنـگ   كمـپلكس   تشـكيل   آن  نتيجـه  و نمايند مي  عمل

  ).١٦( شدبا مي 

  اسـت   كاتيوني  هيدروفيل شديداً  رنگ  يك بلو آلسين
 و  كربوكسيلي  هاي گروه با  شدن باند  تمايل  داراي  كه

  هـاي  آمينوگليكـان  گليكـوز  نظيـر   تركيباتي  سولفاته
 از .دارد را  مختلف  هايpH در  غيرسولفاته و  سولفاته

 كلرايد منيزيم  متفاوت  غلظت چهار حضور با  رنگ  اين
     آميزي رنگ  عنوان  تحت  كه  جست سود  توان مي نيز

Critical electrolyte Concentration (CEC1-4)  

 اجزاء  آميزي رنگ  به قادر  ترتيب  به و شود مي  ناميده
 ، هيالورونيـك  اسـيد   جملـه  از  سلولي  خارج  ماتريكس

  كراتـان  و  سـولفات   نيهپـار  ، سـولفات   كنـدروتين 
  مختلفـي   انـواع   داراي  رنـگ   ايـن  .باشـد  مـي   فاتسـول 
 ، 5G ، 7G ، 8Gبلـو    آلسـين   بـه   جمله از  كه باشد مي

8GS  ٨ وGX  اول مـورد  چهار .نمود  اشاره  توان مي  
  كاتيونيـك   هـاي  بنيان  داراي  اينكه  علت  به  رنگ  اين

  محلـول   آب در كمتـر   بنـابراين  هسـتند   كمتـري 
 در ) زيادي   علامت8GX  )X بلو   آلسين اما. باشند مي

  بيشتري  ميزان  داراي )استاندارد( 8GS  Sبا    مقايسه
 بنـابر . اسـت   محلول  آب در  راحتي  به و باشد مي  رنگ

ــن ــن در  اي ــژوهش  اي ــتفاده  8GXاز   پ  شــد  اس

)٢١،١٨،١٥،١٠. (  

 متـد   بـه   دستيابي  پژوهش  اين  اساسي  اهداف از  يكي
 را  موش  جنين  اسكلتي  سيستم  بتوان  كه  است  مناسبي

 و  آل ايـده   كيفيت با ، حاملگي  مختلف  روزهاي  طي در
  بدينوسـيله  تـا  نمود  آميزي رنگ كمتر  زمان  مدت در
  هم و شود  انجام  لازم  جويي صرفه مواد  درمصرف  هم
  نتيجـه   بـه   ممكـن   زمـان   حـداقل  در نيز  زمان بعد در

 در  كه  مهم فاكتور  سه  اين بنابر . يافت  ستد  مطلوب
 مـورد  نمايند مي  بازي را  مهمي  نقش  آميزي رنگ  اين

  . گرفتند قرار  بررسي

 در  كـه  همـانطور . باشـد  مي  رنگ  غلظت فاكتور  اولين
 مورد  رنگ  محلول گرديد ذكر ها روش و مواد  بخش

 و  رداس  آليــزارين   رنــگ از  مخلــوطي  اســتفاده
 مخلـوط   هم با  خاصي  نسبت  به  كه باشد مي بلو آلسين

  اسـت   پـژوهش   اين  مهم  هاي بخش از  يكي و اند شده
  بـه  .داد  اختصـاص  خـود   بـه  نيـز  را  زيـادي   زمـان   كه

 در هـا  ابتـدا جنـين   خطـا،  و  آزمايش و  تجربي  صورت
  حجم  يك و بلو آلسين  حجم  يك  غلظت با  هايي رنگ

  آليزارين حجم  دو و بلو آلسين  حجم  يك ،رد آليزارين

  آليـزارين   حجـم   نيم و دو و بلو آلسين  حجم  نيم و رد

  كـه  داد  نشـان   آمده  بدست  نتايج شدند  داده قرار رد
  نتيجه نمايد مي پيدا  افزايش رد  اليزارين  غلظت  هرچه
 نهايتـاً  و باشـد  مي تر مطلوب ها استخوان  آميزي رنگ
  نـيم  و دو  بـه  رد  آليـزارين   حجم  كه گروهي رد  اينكه
 يابد مي  كاهش  حجم  نيم  به بلو آلسين و  افزايش  حجم

 نظـر   به). > P ٠٠١/٠(شود  مي  حاصل  نتيجه  بهترين
 رد  آليـزارين   بـالاي   غلظـت   علـت   بـه  اولاً رسـد  مـي 

  غلظـت   علـت   بـه  ثانياً و  شده قرمز كاملا ها استخوان
  كسـب  را  لازم  رنگ نيز ها غضروف بلو  نآلسي  پايين
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  نسـج   روي بـر   رنـگ   رسـوب   كه  تفاوت  اين با  نموده
  طـي  در  درنتيجه و  است  رسيده  ممكن  حداقل  به  نرم

  بيشتري  سرعت با ها نمونه  سازي شفاف ، بعدي  مراحل
  انتخـاب   پايه  عنوان  به  رنگ  غلظت  اين. گرفت  انجام

 مبنـا   همـين  بر  تجربي  گروه  هاي جنين  ههم و گرديد
  ايـن  در  كـه   ديگـري  بعـد  ) .٤،١( شدند  آميزي رنگ

  آميـزي  رنگ  زمان  گرفت قرار  بررسي مورد  پژوهش
 توسط  كه  اسكلتي  سيستم  آميزي  رنگ  براساس .بود

Jean Mcleod  گـرفتن  قـرار   زمـان   گرفـت   انجـام  
 .بود  گرديده  تعيين زرو  سه  رنگ  محلول در ها نمونه
  رنـگ   كمـپلكس   تشـكيل   كـه  معتقدنـد   اي عـده   چون

 در .گيـرد  مـي   صـورت   كنـدي   به رد  آليزارين  كلسيم
  محلـول  در هـا  نمونـه   گـرفتن  قرار  زمان  پژوهش  اين

  عليـرغم  امـا  شد  داده  كاهش روز  نيم و  يك  به  رنگ
  نموده  كسب زني را  ال ايده  رنگ ها نمونه ، زمان  كاهش
  ظتــ ـغل  زايشــ ـاف بـا   كـه  رسـد  مـي  بنظـر  .بودنـد 

  كلسـيم   هـاي  يـون  برابـر   نـيم  و دو  بـه  رد  زارينـآلي ـ

  دستيابي  امكان ، جنين  استخواني  هاي بافت در موجود
 در و  داشـت  خواهنـد   بيشـتري   سهولت با را  رنگ  به

  ملكـول  دو بـا   كلسـيم   يـون   يـك   شـدن  باند با  نتيجه
 ايجـاد  پايدار  اي حلقه  شش  مولكول  يك رد  آليزارين

  ). ١٦،١٢( شود مي ظاهر  رنگ  كمپلكس و  شده

  توجـه  مورد  پژوهش  اين در  كه از ديگر فاكتورهايي
  نشان  اوليه  مطالعات بود  رنگ  محلول pH  داشت قرار
  زمـان  و هـا  رنـگ   غلظـت  هرچنـد   كـه  بـود   داده
  نتيجـه   كسـب  در را  مهمي  قشن مجموعاً  آميزي رنگ

 pH را  مثلث  اين  سوم ركن  ولي كنند مي  بازي  مطلوب
  كه  است  داده  نشان  مختلف  مطالعات. دهد مي  تشكيل

  بـه   وكلسـيم   رنـگ   محصـول  چهـار  زيـر   هـاي pH در
  ايـن  در  ايـن  بنـابر  آينـد  مـي  در  محلـول   صـورت 

   كـه ٥/٤‐٥ حـدود   در و  اسـيدي  pH    آميـزي  رنگ
  فـراهم   آميـزي  رنـگ   بـراي  را  شـرايط  تـرين  مناسـب 

  ) .٢١،١٢،١٠( گرديد  استفاده نمايد، مي

  يك  به  رسيدن  براي  كه  است تذكر  به  لازم  خاتمه در
 اولاً حتمـاً بايـد     آميـزي  رنـگ   ايـن  در  آل ايـده   نتيجه

 هـر  در  چـون  شود  برداشته  كامل بطور  جنين  پوست
  علـت   بـه  بماند  باقي  جنين  روي بر  پوست  كه  اي نقطه

 نـدارد  را  پوسـت   روي از نفـوذ   قابليـت    رنـگ   اينكـه 
  حتماً احشاي بايد ثانياً و ماند خواهد  باقي  رنگ  بدون

 در. شـوند   خـارج   سينه قفسه و  شكم  حفره در موجود
  كه  قلب و ها كليه كبد، مانند  احشايي  خروج  رابطه  اين

  اين اگر  چون رسد نظرمي  به  ضروري هستند  تهپيگمان
  كـردن   شـفاف   مرحله  پس از  حتي بمانند  باقي احشاء
  سيسـتم  از  آل ايـده   نمـاي   يك ظهور از  مانع ها، نمونه

  .گردد مي  اسكلتي

 
  تقدير و تشكر
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جنين شناسي و خانم متجدد تكنسين آزمايشگاه 

هيستوشيمي و خانم حسيني به جهت كمك در تايپ 
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