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٥٤        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  استيل گالاكتوز آمين در تبديل سلولهاي متراكم -نقش اختصاصي ان
 مزانشيم جوانه اندام به غضروف در موش 

  دكتر عليرضا فاضل* دكتر رستم قرباني كلخواجه،**دكتر حسن مفيدپور، *
 دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد  گروه علوم تشريحي، *
 كرمانشاه، دانشگاه علوم پزشكي كيدانشكده پزشگروه علوم تشريحي،  **

 
 خلاصه

هـدف از مطالعـه     . ماده خارج سلولي و پوشش تركيبات قندي در سطح سلولهاي جنيني در انجام اعمال سلولي نقش بحراني ايفا مي نمايند                   
مزانشيمي و سپس تبـديل  اخير تعيين زمان ظهور تركيبات قندي در مرحله گذر سلولهاي مزانشيمي جوانه هاي اندام در جنين به تراكم      

 روزه موش بـراي مطالعـات لكـتين    ١٠-١٦با به كارگيري روشهاي هيستوشيميايي جوانه هاي اندام جنين هاي . به غضروف مي باشد 
 HRP اسـتفاده گرديـد كـه همگـي بـه      SBA و DBA ،VVA ،VVA/B4در اين مطالعات از لكتين هـاي        . هيستوشيمي آماده شدند  

 استيل گالاكتوز آمين را در زنجيره هاي قندي مربوط به پروتئين ها مشخص              -تين ها اختصاصاً قند انتهاي ان     اين لك . متصل شده بودند  
 با تراكم سلولهاي مزانشـيمي واكـنش دادنـد    VVA/B4 و VVA كه در طي اين دوران گذر فقط دو لكتين        نشان داد نتايج  . مي نمايند 

زمان و توزيع واكنش ها به مزانشيم و تراكم . مده اي در اين مرحله تكاملي داردكه مشخص مي كند اين قند انتهايي اختصاصاً نقش ع         
 .مزانشيمي و تبديل آا به غضروف نيز مويد اين موضوع مي باشد

  استيل گالاكتوز آمين -لكتين هيستوشيمي، مزانشيم، جوانه اندام ، ان: كلمات كليدي
 

 مقدمه
 از پژوهشـگران قـرار      تكامل جوانه اندام مورد مطالعه بسياري     

مورفوژنز انـدام مـدل بسـيار خـوبي     ).  ٨، ٥، ٤، ١(گرفته است 
براي مطالعه مراحل مختلف تغييرات سلولي و ملكولي در ضـمن           

ضمن مطالعات مورفولوژيك جوانـه     . دوران تكامل جنيني است   
گـيري    اندام در رابطه بـا رشـد آن، چـرخش انـدامها و شـكل              

ــش ف   ــدام و نقـ ــف انـ ــمتهاي مختلـ ــد قسـ ــايي ماننـ  اكتورهـ
(Zone of Polarizing Activity) ZPAــان ــنش  ، مي ك

 (Apical Ectodermal Ridge)ضـخامت لبـه اكتـودرمي    

AER    ــش ــور نقـ ــين طـ ــود و همـ ــر خـ ــزودرم زيـ ــا مـ   بـ
(Fibroblast Growth Factor) FGF  ــر ــل ديگ  و عوام

سلولهاي مزانشيمي انـدام  ). ٢٠، ١٧، ١٠، ٥،  ٣(اند  مشخص شده 
يري قالبهاي غضـروفي و سـپس اسـتخواا         گ  كه مسؤول شكل  

ــي ــمه      م ــيني سرچش ــرفي جن ــفحات ط ــزودرم ص ــند از م باش
اين سلولها در مركز جوانه اندام تراكم پيدا نموده     ). ١٧(گيرند  مي

، اما عـواملي    )١١،  ٨(و به تدريج تبديل به غضروف مي گردند       

كه باعث اين تغيير و تبديل مي شوند به خـوبي شـناخته نشـده          
 از فاكتورهـاي بـا اهميـت در تكامـل دسـتگاههاي             يكي. است

هـاي    باشند كه به صورت زنجيره      مختلف جنيني كربوهيدراا مي   
قندي به پروتئينها و يا ليپيدها متصل بوده به طـور كلـي تحـت       

بـا  . )١٣،  ١٢،  ٧،  ٥(اند  عنوان گليكوكانجوگيتها نامگذاري شده   
بايـد گفـت    توجه به نقش گليكوكانجوگيتها در تمايزات سـلولي         

هـاي    كربوهيدرااي انتهايي زنجيره هاي قندي در ميان كـنش        
مطالعـه  در ايـن بررسـي      . سلولي شركت فعال و كليدي دارنـد      

تعيين زمان ظهور اين قندها و تـأثير آـا در رونـد تكامـل و                
ه مزانشيم در تبديل به غضروف با اسـتفاده از چهـار       كتغييراتي  

، ٧(استيل گـالاكتوز آمـين     -يژه تشخيص ان   و )١جدول  (لكتين  
نتايج اين بررسي ها نقش     . انجام شد  دارد،) ١٨،  ١٣،١٦،  ١١،  ٩

اين ملكول ها را در اين مطالعات هيستوشيميايي بـا اسـتفاده از      
 در مرحله حساس تبـديل مزانشـيم   VVA/B4 و VVAلكتين  

 .به غضروف در جوانه اندام به خوبي مشخص نموده است
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 دكتر حسن مفيد پور

٥٥        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                    

 مواد و روش كار
) سه نر با يك ماده      (BALB/cآزمايشگاهي نژاد   موشهاي   

 بـا مشـاهده پـلاك       .به مدت يك شب در قفس نگهداري شـدند        
ــان صــفر  (Vaginal plaque)واژن  ــد زم  در صــبح روز بع

سـپس موشـهاي حاملـه در قفسـهاي         . حاملگي مشخص گرديد  
جداگانه اي قرار داده شدند و به ترتيـب از روزهـاي دهـم تـا                

هاي آا خارج گرديـده و       تر بيهوش و جنين   شانزدهم جنيني با ا   
بلافاصله پس از شستشو در سرم فيزيولوژي در محلـول ثابـت            

 سـاعت طبـق روال   ٢٤پـس از  ). ١٨( قرار گرفتند B4Gكننده  
هـاي بـا      جـنين هـا از الكـل      ) ٢(معمولي مطالعـات هيسـتولوژي    

ــف  ــات مختل در %) ١٠٠و % ٩٥، %٩٠، %٨٠، %٧٠، %٣٠(درج
عـد از پايـان   باده و آبگـيري انجـام گرديـد،       مدت معين عبور د   

مرحله آبگيري و قرار گرفتن در گزيلن نمونـه هـا در وضـعيت              
هاي متفاوت در پارافين مـذاب قـرار داده شـده و در حـرارت               

گيري شدند به طوري كه بتوان از آا   معمولي آزمايشگاه قالب  
برشـها بـه    . برشهاي فرونتـال، سـاژيتال و عرضـي يـه نمـود           

 (Serial section) ميكرون به طريقه پشت سـرهم  ٥ت ضخام
 ).١٨، ٢(يه گرديدند

روش كار در اين مطالعات هيستوشـيميايي مشـابه مـوارد            
، لكتين هاي كانجوگيت شده )١٨، ٧(گزارش شده قبل مي باشد   

 عبـارت بودنـد از   HRP (Horse Radish Peroxiase)بـا  
VVA ،VVA/B4 ،DBA ،SBA بــــراي قنــــد انتــــهايي  

كـه  ) ١جـدول شمـاره      ((GalNac) استيل گـالاكتوزآمين     -ان
 رقيق شده بـه طـوري كـه در هـر          (PBS)بوسيله بافر فسفات    

 محلول pH.  ميكروگرم ماده موثر وجود داشت ١٠ليتر بافر     ميلي
 و مدت قرار گـرفتن لكـتين بـر روي بافـت هـا دو                ٢/٧برابر  

ام سـپس تم ـ  . ساعت در درجه حرارت معمولي آزمايشـگاه بـود        
 دقيقه در   ١٠لامهاي تجربي با بافر شستشو داده شده و به مدت           

 و آب اكسيژنه DAB (Diamiobenzedine)مجاورت محلول 
قرار گرفتند، نواحي كه با هر يك از لكـتين هـا واكـنش نشـان                

جهـت تشـخيص قسـمتهاي      . دادند به رنگ قهوه اي درآمدنـد      
 برابـر   pH هاي جنيني از رنگ زمينه آليسن بلو بـا          مختلف بافت 

. آينـد    استفاده گرديد كه اين نواحي به رنـگ آبي در مـي            ٥/٢
كليه مقاطع يه شده توسط پژوهشگران با ميكروسكوپ استاد 

 با دقت مورد مطالعه و Olympus BX50-F3و دانشجو مدل 
 .بررسي قرار گرفت و از برش هاي انتخابي تصويربرداري انجام گرديد

 نتايج
ته از روز دهـم جنـيني مـورد اسـتفاده           كار رف ه  هاي ب   لكتين 

نظر مي رسد اولين اثر و نشـانه هـاي واكـنش      ه  قرار گرفتند، ب  
 در اولـين    VVA/B4 و   VVA سلولهاي مزانشيمي بـه لكـتين     

  جنــيني در جوانــه انــدام فوقــاني ظــاهر شــد  ١٢ســاعات روز 
 جنيني هيچ گونه اثـر و       ١٢در حالي كه قبل از روز       ) ١تصوير  (

   مقـاطعي كـه در اوايـل روز        . ا مشاهده نگرديد  نشانه اي از آ
  كـه   مجاورت داده شدند   SBA بود با لكتين     شده جنيني يه    ١٤

واكنش و عكس العمل مثبتي در سـلولهاي مزانشـيمال مشـاهده           
ــا لكــتين  . نشــد  VVA/B4 و VVAامــا، در همــين مقــاطع ب

سلولهاي مزانشيمي واكنش نموده و نواحي از تراكم سـلولي بـه            
 در ايـن تـراكم سـلولهاي        .ده گردي را مشخص نمود    صورت تو 

مركزي در مناطق گلژي خـود و مـاده خـارج سـلولي واكـنش               
 علاوه بر اين بايد گفت      .)٣تصوير  (شديدتري نشان داده بودند     

تراكم سلولهاي مزانشيمي در حقيقت توده سلولي هستند كـه          كه  
پيش سازهاي غضروفي كه در آينده استخوان اولنـا و راديـوس          

 در مقـاطع مـذكور      در ضـمن     . تشكيل مي دهند   ،را مي سازند  
در ). ٤تصـوير   (نشانه هايي از ظهور عروق خوني مشهود است         

 جنيني از جوانـه انـدام فوقـاني     ١٤مقاطع مربوط به اواخر روز      
تراكم سلولهاي مزانشيمي گسترش بيشتري يافته و منطقـه بـين           

برهـاي  غضروفهاي در حـال تشـكيل واكـنش نشـان داده و في            
مطالعـه  ). ٥تصوير  (شوند    عضلاني نيز در حال تشكيل ديده مي      

مقاطع جوانه اندام فوقاني با اسـتفاده از درشـت نمـايي بزرگتـر              
نواحي مركزي پيش سازهاي غضروفي با دقـت بيشـتري مـورد           
بررسي قرار گرفتند و مشخص گرديـد كـه ميـزان واكـنش در              

 ي اطـراف  نواحي مركزي بيشـتر شـده امـا شـدت آن در نـواح         
 بـه منظـور افتـراق       .)٦و٥تصوير(توده هاي غضروفي كمتر بود      

 آميزي و به خوبي  بيشتر نواحي زمينه اي بافت ها با آلسين بلو رنگ
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  استيل گالاكتوز آمين-نقش اختصاصي ان

 

٥٦        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 
 
 
 
 
 
 
 

كار ه   لكتين ب   ( روزه موش  ١٢برش فرونتال اندام فوقاني جنين      : ١تصوير  
كنش كـم   ، وا )فلش بزرگ (واكنش نسبتاً شديد با لكتين      . VVA/B4)رفته  

 AERو ناحيـه    ) سـتاره هـا   (، تراكم سـلولهاي مزانشـيمي       )فلش كوچك (
 ).١٠*١٠درشت نمايي (). سر فلش ( استواكنش كمي داشته

 
 
 
 
 
 
 
 
 

كار ه  لكتين ب (وزه موش   ر ١٤برش فرونتال اندام فوقاني جنين      : ٢تصوير    
 قسـمت   ،)سـتاره هـا   (نواحي تراكم سلولي با واكنش منفـي        . )SBAرفته  

 ناحيــه در حــال Cو ) فلـش ( از تــراكم سـلولي بــا واكـنش مثبــت   هـايي 
درشت نمـايي   ( است واكنش مثبت نشان داده      SBAغضروفي شدن كه با     

١٠*١٠.( 
 

 

 
 
 
 
 
 

لكتـين  ( روزه مـوش     ١٤مقطع عرضي جوانه اندام فوقاني جنين       : ٣تصوير
 تراكم سلولي مزانشيم بيشتر و سلولهاي مركزي        ). VVA/B4كار رفته   ه  ب

كه سـلول هـاي اطـراف     در حالياست اكنش بيشتري با لكتين داشته   آن و 
درشت (.  نواحي پره و پست اگزيال هستند      Po و   Peبدون واكنش بوده و     

 ).١٠*٢٠نمايي 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

لكتين ( جنيني موش    ١٤مقطع عرضي اندام فوقاني در آخر روز        : ٤تصوير  
تري واكـنش بـا   سلولها و ماده خارج سلولي بيش. ) VVA/B4كار رفته  ه  ب

و سـلولهاي مهـاجر     شـده    نيز ظاهر    (V) و عروق خوني     هلكتين نشان داد  
 ).١٠*٤٠درشت نمايي (با واكنش خفيف ديده مي شوند ) فلش ها(
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

كـار  ه  لكتين ب ( روزه موش    ١٦مقطع عرضي اندام فوقاني جنين      : ٥تصوير  
با واكنش  دو توده قهوه اي غضروفهاي در حال تشكيل         . )VVA/B4رفته  

 اســت  فيبرهــاي عضــلاني در حــال تشــكيل m. شــوند شــديد ديــده مــي
 ).١٠*٢٠درشت نمايي (
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

يكي از غضروفهاي در حال تشـكيل بـا بـزرگ نمـايي بيشـتر،               : ٦تصوير  
تـراكم بيشـتري دارنـد و بـا     ) ستاره ها (سلول هاي اطراف توده غضروفي      

 ).١٠*٤٠درشت نمايي (اند  آلسين بلو رنگ گرفته
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 دكتر حسن مفيد پور
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 مشخصات لكتين هايي كه مورد استفاده قرار گرفتند: ١ل وجد
نوع قند انتهايي كه اختصاصاً به  اختصار نام لكتين

 آن متصل مي گردند

Dolichos Biflorus DBA α-D-GlaNac 
Vicia villosa VVA α-D-GalNac 

 Vicia villosa VVA/B4 Ser(thr.)- α-D.GalNac ايزومر

Glycine Max SBA 
D-GalNac>D-Gal-β-α 

GalNac = N-acetylgalactosamine,  Gal = Galactose 

  مشــاهده ١-٦بــا توجــه بــه تصــاوير . قابــل مشــاهده هســتند
مي گردد كه پس از ايجاد تراكم سلولهاي مزانشـيمي در اوايـل             

 VVA/B4 تدريج لكتينه دوران مورفوژنز از مركز به خارج ب      
داده و در روز پـانزدهم  به سلولهاي مزانشـيمي واكـنش نشـان         

در حالي كه مزانشيم متراكم     . جنيني به اوج شدت خود مي رسد      
العمـل    اطراف مناطق واكنش داده شده فقط با آلسين بلو عكس         

 ١٣ و  ١٢هـايي از همـين نـواحي در روزهـاي             دارند و قسـمت   
تصوير (جنيني و همين طور نواحي از قسمتهاي قبل از غضروفي           

 .ش نشان دادند واكنSBA به لكتين) ٢
 بحث

در اين مطالعات هيستوشيميايي مرحلـه خاصـي از تكامـل            
ــراكم    ــيم متــ ــايزات مزانشــ ــني تمــ ــدام يعــ ــه انــ  جوانــ

(Condense mesenchyme)   به مرحله قبـل از غضـروفي و 
مزانشيم متـراكم بـه     . سپس غضروفي، مورد بررسي قرار گرفت     

لي دو صورت طولي در مركز جوانه اندام شكل مي گيرد در حـا    
كه خود از سلولهاي مهاجر مزودرم صفحات طرفي ناشـي شـده            

در ابتدا مزانشيم به سمـت ميـدان انـدام حركـت نمـوده و               . است
 بـه همـراه رشـد و تكامـل     ZPA و AERگيري  سپس با شكل  

بعدي اندامها، اين مزانشيم در مركز اندامها متراكم شـده و بـه             
). ٢٠،  ١٩،  ١٢،  ١١،  ٨(كننـد   تدريج به غضروف تمايز پيـدا مـي       

روند تغييرات شيميايي اين مرحله مـورد توجـه چنـداني قـرار             
نگرفته و به ويژه نقش تركيبـات قنـدي در ايـن مراحـل مبـهم          
است، تركيبات قندي در بسياري از سيسـتمهاي تكـاملي بـدن            

 در تمايزات سلولي و ميان كنشهاي بين        به خصوص نقش كليدي   
 ).٥، ٤، ٣، ١( دارند(cell interactions) سلولي

هر چهار لكتيني كه در اين مطالعات هيستوشـيميايي مـورد            
اسـتيل گـالاكتوزآمين را       -استفاده قرار گرفت قند انتهايي ان       

مشخص مي نمايند، اما هركدام بـه تنـهايي ويژگيهـاي خـود را              
داشته و بستگي به موقعيت فضايي، نوع اتصال بـه قنـد ماقبـل          

ند ماقبل از آخـر، واكـنش نشـان    آخر در زنجيره قندي و نوع ق    
به صـورت كـاملاً      DBAبراي مثال    ).١٨،  ١٦،  ٩،  ٧(مي دهند 

در حـالي   . اختصاصي سلولهاي جنيني اوليه را مشخص مي نمايند       
كه هيچ نوع سـلول ديگـر در طـي مرحلـه مهـاجرت سـلولهاي         

اما ساير لكـتين هـاي   . جنسي اوليه به اين لكتين واكنش ندارند     
ــد DBAمشــابه  ــه SBA و VVA ،VVA/B4 مانن ــا اينك  ب

سلولهاي جنسي را مشخص مي نمايند، اما اختصاصي وارد عمـل   
 علاوه بر اين سلولها، با ساير بافتهاي ديگر بـدن نيـز             .نمي شوند 

در مطالعات ما مشـابه همـين واكـنش در          ). ٧(واكنش مي دهند  
روند تبديل سلولهاي متراكم مزانشيمي در مركز جوانه در حال          

دام مشاهده مي شود، به اين معـني كـه پـس از ايجـاد               تكامل ان 
 و  VVAتراكم سلولي، مركز اين تراكم به تدريج به دو لكـتين       

VVA/B4              واكنش نشان مي دهند در حـالي كـه سـاير لكـتين 
 و  VVAواكنش به   . هاي نامبرده واكنشي با اين منطقه ندارند      

VVA/B4          اابتدا در مناطق گلژي سلولها و سپس در سطح آ  
مشاهده مي گردد و در روز شانزدهم حاملگي به حداكثر خـود            

سـاز   اين طور به نظر مـي رسـد كـه سـلولهاي پـيش        . رسند  مي
) از مرحلـه تـراكم مزانشـيمي تـا مرحلـه غضـروفي            (غضروفها  

ــايزات ســلولي شــده و    ضــرورتاً مــي بايســتي وارد مراحــل تم
 نقش عمـده    VVA/B4 و     VVAگليكوكانجوگيت حساس به    

متذكر مي شود همـان طـوري   .  اين مورد ايفا مي نمايد     اي را در  
 مشخص شده اسـت مراحـل غضـروفي شـدن از     ٢كه در تصوير 

در مرحله  . ناحيه پروكسيمال به سمت ديستال پيشروي مي نمايد       
غضروفي گليكوكانجوگيـت نـامبرده شـده ناپديـد شـده و قنـد              

ــه   ــه ب ــهايي ديگــري ك ــل ،  حســاس اســتSBAانت  وارد عم
توجه به موارد فوق اين طور به نظر مي آيـد كـه             با  . مي گردد 
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تمايزات سلولهاي مزانشيمي كه در مركز اندامهاي جنيني تبـديل          
به تراكم هاي سلولي و سپس مرحله قبل از غضروفي مي شوند،            
در اثر تغييرات مولكولي سطح سلولي و ماده خارج سلولي بـوده          

مدن مرحلـه   كه ميان كنش هاي منظم آا ايتاً باعث بوجود آ         
 در ايـن پديـده هـاي شـيميايي مولكـول           . غضروفي مـي گـردد    

ــا      -ان ــاً ب ــه اختصاص ــين ك ــالاكتوز آم ــتيل گ  و VVA اس
VVA/B4           واكنش مي دهد و گليكـوپروتئين وابسـته بـه آن ، 

) از مزانشيم بـه غضـروف     (نقش عمده اي در اين مرحله انتقالي        
 .ايفا مي نمايد
  و قدرداني تشكر

الـه از خـدمات تكنيكـي ارزنـده خـانم           پژوهشگران اين مق   
 .فاطمه متجدد قدرداني مي نمايند
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