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١٠٦ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦ي ايران، جلد مجله علوم پايه پزشك                                                                                         

روشهاي سريع و معمولي جهت استفاده در ه مقايسه تهيه نمونه بافتهاي نرم  ب
 ميكروسكوپ الكتروني از نوع ترانسميشن

 حسن نيليدكتر  ،راب اكبريسه  دكتر* 
  دانشگاه شيراز،دانشكده دامپزشكي, واحد ميكروسكوپ الكتروني*

 

 خلاصه
 و استفاده از مواد     (TEM) استفاده در ميكروسكوپ الكتروني از نوع ترانسميشن         نياز به زمان طولاني جهت يه نمونه هاي بافتي براي         

فوق العاده فرار و در ضمن سرطان زا مانند پروپيلن اكسيد در يه نمونه ها استفاده ينه از اين دستگاه مؤثر در تشـخيص و تحقيقـات       
با استفاده از روش سريع كـه      , مغز و روده موش سوري    , پوست,  كبد در اين مطالعه نمونه بافتهاي نرم     . نمايد بيولوژيك را مشكل زا مي    

در انجـام  .  مقايسه گرديدند، ساعت نياز داشت٧٤طول ه شود و روش معمولي كه زماني ب  ساعت پيشنهاد مي  ٦ول زمان عمليات آن     ط
سيد كلريدريك جهـت ايجـاد تسـهيل در نفـوذ     ا-از بافر كلوئيدين  , متر مكعب تقليل داده شد     اندازه نمونه بافتي به نيم ميلي     , روش سريع 

در اجـراي هـر دو روش اسـتفاده از    . گراد انجام پـذيرفت  درجه سانتي   ٨٥اسميوم تتروكسيد در بافت استفاده گرديد و انجماد رزين در           
العه از نظـر ظـاهري و   ها مقايسه و سلولهاي بافتهاي مورد مط   جاي پروپيلن اكسيد در يه نمونه     به  يك حلال كم ضرر     به عنوان   استون  

نتايج حاصل از بررسـي كيفيـت سـلولها در كليـه بافتـهاي مـورد            .  تغييرات مورفومتريك در ارگانلهاي آا مورد مطالعه قرار گرفتند        
را از  هـا    جاي پروپيلن اكسيد يه نمونه    به  در اين مطالعه نشان داده شدكه جايگزيني استون         . دهد مطالعه تشابه نزديك آا را نشان مي      

در بين ارگانلهاي يكسـان سـلولهاي تحـت         ) >p ۰۵/۰ (مقايسه مورفومتريك . مي نمايد نظر زماني كوتاهتر و همگني عمليات را ساده تر          
.  را با توجه به تغييرات ايجاد شده در روش عمليات و جايگزيني حلال استون  با پروپيلن اكسيد نشـان داد                     داري  معنيمطالعه تغييرات     

روش سريع با استفاده از استون در يـه نمونـه هـاي بـافتي نـرم بـراي                   , ا مقايسه روش معمولي با استفاده از پروپيلن اكسيد        ب, بنابراين
 . تواند راحت تر باشد  تحت شرايط پيشنهادي در اين تحقيق ميTEMاستفاده در 

  .، ترانسميشنيه نمونه, پروپيلن اكسيد, استون, بيولوژي, بافت نرم, ميكروسكوپ الكتروني: كلمات كليدي
 
 قدمه م

بـه   ميلادي دريچه اي از دنياي مـادون ريـزبيني     ١٩٣٠ هدر ده 
 بــا كشــف (Knoll and Ruska)كنــول و روســكا وســيله 

ميكروسـكوپ  . ميكروسكوپ الكتروني  بر دنياي علم باز شـد         
هاي موجود در طول موج بسيار          كارگيري مزيت ه  الكتروني با ب  

ها توانست بـه ميـزان تـا هـزار              كت الكترون كوتاه ناشي از حر   
بـا  . هاي نوري بيفزايد      برابر بر قدرت بزرگنمايي ميكروسكوپ    

ره مندي از اين مزيت ديد علماي مرتبط با علوم بيولوژي بر            
 هسته سـلول مثـل      هچهره واقعي ويروسها، عناصر تشكيل دهند     

DNA    هاي ريز داخل سلولي بـراي اولـين            و بسياري از ارگانل 
اين دسـتگاه جديـد توانمنـديهاي زيـادي در جهـت          . بار باز شد  

. شناخت تشكيلات واحد هاي حياتي موجودات زنده ايجـاد نمـود   
ميكروسكوپ الكتروني اين امكان را براي محققين فـراهم كـرده           

هـا را مـورد         است تا بتواننـد خصوصـيت مولكولهـا و حـتي اتم           
 ). ٢(مطالعه قرار دهند 

كارگيري ميكروسكوپ الكتـروني    ه  در ب پيشرفتهاي كنوني   
صورت ناگهاني ايجاد نگرديد بلكه     ه  براي مطالعات بيولوژيك ب   

اين پيشرفتها نيازمنـد توسـعه روشـهاي يـه بافتـهاي مـورد              
هاي بيولوژيك براي       در يه نمونه   .  بوده است     مطالعه موجودات 

ــتفاده در ميكروســكوپ الكتــروني از نــوع ترانسميشــن      اس
(Transmission Electron Microscopy)ـ  صـورت  ه كه ب
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 تهيه نمونه بافتهاي نرم به روشهاي سريع و معمولي در ميكروسكوپ الكتروني

١٠٧ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد  

شود، هر يك از مراحل انجام عمليـات    گفته ميTEM اختصار 
 ـ              ثير ابر كيفيت تصـاوير ـايي يـه شـده از ميكروسـكوپ ت

ــد ــه . )٢(دارن ــه نمون ــتفاده در     ي ــراي اس ــك ب ــاي بيولوژي ه
معمولاً به نه مرحله قابل TEM ميكروسكوپ الكتروني از نوع 

ثابت كردن اوليه   ) الف: (اين مراحل عبارتند از   . باشند    تقسيم مي 
شستشـوي  ) د(ثابـت كـردن ثانويـه،       ) ج(شستشـو،   ) ب(بافت،  
نفـوذ دادن   ) ز(نفوذ دادن حـلال انتقـالي،       ) و(آبگيري،  ) ه(مجدد،  

عمـل انجمـاد    )  ط(قرار دادن بافت داخـل رزيـن و         ) ح(رزين،  
انـواع بافتـهاي نـرم      انجام عمليات فوق براي يه نمونه       . رزين  

ي ههابيولوژيــك كــه اكثريــت مــوارد مراجعــه بــه آزمايشــگا 
   ميكروسكوپ الكتروني را تشكيل مي دهند بـا اتكـا بـه روش            

 ٧٤به مـدت  زمـاني       و همكار     Robardsبه وسيله   ارائه شده   
 با توجه به نـوع مـوادي كـه بـراي     ). ۱۰(نيازمند است   تيساع

ــدازه بافــت و غلظــت ، مــي گــرددبافــت اســتفاده  نفــوذ در ان
 مدت زمان انجـام مراحـل يـه       ،  هاي اوليه و ثانويه       كننده    ثابت

 . ساعت افزايش يابد١٦٤نمونه ممكن است به حداكثر 
نياز به زمان طولاني در يه نمونه هاي بافتي جهت اسـتفاده            
در ميكروسـكوپ الكتـروني همـواره يكـي از نكـات منفــي در      

. ه در تحقيقات بيولوژيك بـوده اسـت       از اين وسيل   داوماستفاده م 
محققين مختلف از زمااي گذشته با اسـتفاده از وسـائل و مـواد              

 .مختلف سعي در از بين بردن اين نقص كرده اند
 Hayat  ) ۱۹۷۰ ( يه نمونه هاي بافت از يك روش سريع در

نرم بدون مقايسه همه جانبه با روش هاي معمولي ذكر به ميـان             
كه كل زمان مورد نياز براي يـه نمونـه هـاي            او  . آورده است 

 ساعت ذكر كرده اسـت، اسـتفاده از روش سـريع در       ٣بافتي را   
بنا به  . )۴ (نمايد يه نمونه هاي بافتي نرم را مطلوب ارزيابي مي        

و بدون مقايسه با روش هاي   ) ۲(و همكار     Bozzollaگزارش  
 هـاي    روش سريع يه نمونـه هـاي بـافتي در بررسـي            ،معمولي

) (Epon resin آسيب شناسي سلولي با استفاده از اپون رزيـن 
و با استفاده ) ٥ ((Propylene oxide)و حلال پروپيلن اكسيد 

 ٥در حـداكثر زمـاني   )  ٩ ) (LR White( سفيد  LRاز رزين 
 .ساعت است

هر چند كه تحقيقات فوق جهت كـاهش زمـان عمـل آوري             
 حرارت در مرحله انجمـاد آن      بافتي با استفاده از بالا بردن درجه      

بوده است، تحقيقات ديگر با استفاده از دستگاه ميكروويو جهت          
 لـه  سرعت بخشيدن به عمل ثابـت كـردن بـافتي در هـر دو مرح         

) . )۶ ،۷ ،۸ثابت كردن اوليه و ثانويـه صـورت پذيرفتـه اسـت          
سرعت  بخشيدن در عمل آوري نمونه هاي بافتي جهت اسـتفاده            

ــات ايمو ــيمي  نودر تحقيق )  Immunocytochemistry(سيتوش
در اين مورد  با استفاده از ماده        . هم از چشم محققين دور نمانده است      

مـدت  ) K4M lowicryl) K4 Mرزيني قابـل نفـوذ لوويكريـل    
 .)۱ (ه اند ساعت تقليل داد٤زمان عمل آوري نمونه بافتي را به 

 ـ                 ه در عمل آوري نمونـه هـاي بـافتي، مداسـت كـه اثـر ب
غلظت، زمان و نوع ثابت كننده هـا و         : كارگيري عواملي مانند  

ي كه در عمـل آبگـيري       يغلظت، زمان و نوع حلال هاي شيميا      
 بر ثابت كردن    ،مي گردد وكمك به نفوذ رزين در بافت استفاده        

و يا خارج كردن ملكول هاي تشكيل دهنده عناصر سلولي ثابت           
يا ثابت   رفتن و در اين جهت در صورت از بين        ) . ٤(شده است   

ماندن ملكولهاي تشكيل دهنده عناصـر سـلولي عمـل انقباضـي             
 كه باعث مي آيدوجود ه متفاوت در ارگانل هاي داخل سلولي ب  

كارگيري عوامل ه بنابراين، با ب. تغيير در اندازه آا خواهد بود     
جديد و توسعه روش ها در عمل آوري بافتي اثر آا بـر روي              

 .مي باشدا مورد توجه آيا اجزاء  اندازه ارگانلها و
از مواد سمي و خطرناك در عمل آوري بـافتي     مداوم  استفاده  

 بـيني      براي كاربران دست انـدركار داراي خطـرات قابـل پـيش           
العـاده فـرار و          اين مواد استفاده از حلال فوق      هاز جمل . مي باشد 

) . ٢(ايجاد كننده سرطان بـه نـام پـروپيلن اكسـيد مـي باشـد                
كارگيري پروپيلن اكسيد بر كاربران و ه  شته از آثار جانبي ب    گذ

كارشناسان در آزمايشگاه ميكروسكوپ الكتروني، اثر اين ماده        
در استخراج چربي هاي داخل سلولي بعد از عمل ثبـوت ثانويـه             

 بيش از   ،  مي گيرد اسميوم تتروكسيد صورت    به وسيله   بافتي كه   
رو اين تحقيـق بـه منظـور        از اين   )  . ٤(مي باشد ساير حلال ها    

كاهش زمان يه نمونه هاي نرم در آزمايشـگاه ميكروسـكوپ           
جاي حلال پروپيلن   به  الكتروني و جايگزيني يك حلال كم ضرر        
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 دكتر سهراب اكبري

١٠٨                   ۸٢ تابستان، ۲، شماره ٦ پايه پزشكي ايران، جلد مجله علوم                                                                                         

اكسيد از طريق مقايسه نتايج كيفي مقاطع بافتي در روش هـاي            
 در اين بررسـي اثـر      . مختلف عمل آوري بافتي ترسيم شده است      

روي   مختلـف عمـل آوري بـافتي بـر         كـارگيري روش هـاي    ه  ب
 اجزاء تشكيل دهنده آا مقايسـه   يا   ارگانلها و  تغييرات اندازه   

 . مي گردد 
 مواد و روش كار

در اين مطالعه از چهار روش جهت يه نمونـه هـاي بـافتي              
 Albino Swiss)نرم پوست، روده، كبد و مغز موش سـوري  

)Mice, Charles Rever Strain  براي انجام . يداستفاده گرد
كار گرفته شده ارگااي مورد مطالعه در حـداقل         ه  روشهاي ب 

بـافر  زمان ممكن از حيوان بيهوش شده با اتر جـدا و در داخـل      
 قـرار   گلوتورالدئيد% ۴ حاوي   ) ۲/۷ = pH،  ١/٠ M(فسفات  
بعد از جدا سازي بافتها در اندازه هـاي لازم آـا در             . داده شد 

 ٤اي ثبـوت اوليـه در درجـه حـرارت      طول زمان تعيين شده بر    
 .گراد قرار داده شدند درجه سانتي
ــن مطالعـــه روش پيشـــنهادي    :روش اول  در روش اول ايـ
Robards     بـود يافتـه         و همكار بـه  اسـت،   كه از نظر زماني

در اين عمليات زمـان خـالص    .كار گرفته شده  ب١شرح جدول  
 . )۱۰ ( ساعت محاسبه گرديد٧٤كار گرفته شده ه ب

روش از نظــر مجموعــه عمليــات شــباهت بــا ايــن  :روش دوم
عمليات در روش اول داشته با اين تفاوت كه در آن از اسـتون           

 از آنجـا كـه ايـن حـلال         . جاي اتـانول اسـتفاده شـده اسـت        به  
جاي پروپيلن اكسيد عمل به  انتقالي هيك مادبه عنوان مي تواند 

 تفاده نگرديـد و  ، در اين روش از پروپيلن اكسـيد اس ـ      ) ٢(نمايد  
با توجه به حلاليت خوب اپوكسي رزين در استون از اين حلال      

از مجموعـه زمـان     . در عمل نفوذ رزين در بافت استفاد گرديـد        
كار رفته شده در روش اول بـه علـت حـذف زمـان              ه  خالص ب 

 دقيقـه در  ٢٠مجاورت دادن بافت به پروپيلن اكسيد بـه ميـزان           
  . اول كم گرديدروش دوم از زمان خالص عمليات 

روش كه يـك روش سـريع در عمـل آوري            اين    :روش سوم 
 از نظر ترتيب عمليات مشابه آنچه در روش اول مي باشدبافتي  

كار گرفته شـده در     ه  اختصاصات ب .  انجام پذيرفت  ،عمل گرديد 

اندازه بافت به نصف كـاهش پيـدا كـرد         : اين روش اين بود كه    
 اسـيدكلريدريك   -يـدين ، از تركيب كول) ميلي مترمكعب٥/٠(
)Collidine-HCl (    بافر جهت بالا بردن قدرت نفوذ      به عنوان

ــرارت   ــيد و از حــــ ــوم تتروكســــ ــه ٨٥اسميــــ   درجــــ
مجموعه كل عمليات . گراد جهت انجماد رزين استفاده  شد  سانتي

 . نشان داده شده است٢در اين روش در جدول 
 ـ    وجـود آمـده در روش سـوم مـدت زمـان       ه  با تغـييرات ب

  ٢٠ سـاعت و     ٥هاي بـافتي در ايـن روش بـه              آوري نمونه    عمل
 . دقيقه تقليل پيدا نمود

 ـ            : روش چهارم  ه  روش چهارم هـم بـراي عمـل آوري بـافتي ب
با انجام تغييراتي ترتيب عمليات در    . طريق سريع  استفاده گرديد    

اخـتلاف ايـن روش بـا روش    . بود اين روش مشابه روش سوم  
جاي استون در عمل آبگيري بافتي  ه  بكار گيري اتانول    ه  سوم ب 
با حـذف اسـتون در عمليـات آبگـيري بـافتي از پـروپيلن        . بود

بـه  حلال انتقالي با دو تعويض هر كدام        به عنوان   اكسيد خالص   
 دقيقه پس از آبگيري كامل با اتـانول اسـتفاده گرديـد             ٥مدت  

در اين روش براي حل كردن رزين در عمل نفـوذ پـذيري          ). ٥(
كار گرفتـه   ه  مجموعه زمان ب  . دشيلن اكسيد استفاده    آن از پروپ  

 . دقيقه برآورد گرديد٣٠ ساعت و ٥شده براي انجام اين روش 
ن آدر اين مطالعه رزين مورد استفاده از متداول ترين نوع            

 ١٠٠اين رزيـن تحـت عنـوان كيـت آگـار رزيـن       . دشانتخاب  
(Agar resin 100 Kit,  Agar, England )ايـن  .  مي باشد

يت از چهار ماده تشكيل شده كه براي يـه آگـار رزيـن در         ك
از اين نسبت براي يه رزين در       . سختي متوسط استفاده گرديد   

 . دشهر چهار آزمايش استفاده 
هاي آگار  و مرك در خلوص           استفاده  از شركت   مورد  مواد  

ــروني     ــكوپ الكتـ ــتفاده در ميكروسـ ــت اسـ ــوب جهـ  مطلـ
 (EM grade)د شـيميايي  ها و مـوا    و حلال(Analytical grade) 

 تركيبات مورد اسـتفاده در مجـاورت بافتـها          pH. انتخاب شدند 
 ٢/٧شامل ثابت كننده ها و بافرهاي مورد اسـتفاده بـه ميـزان              

در اين آزمـايش از آب مقطـر دوبـار تقطـير در             . تنظيم گرديد 
كليه مراحل عمليات بعد از انجـام        .اي استفاده شد      ظروف شيشه 
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هاي بافتي در هر چهار روش تحت مطالعه كـه     ري نمونهآو   عمل  
آميزي، بررسي نمونه و ظهور فيلم   شامل يه مقاطع بافتي، رنگ

 در شرايط مساوي به شرح زير انجـام         ،  مي باشد و يه عكس    
لتراميكروتـوم  ومقاطع ضخيم  با اسـتفاده از دسـتگاه ا      . پذيرفت

مقاطع نازك در   . در ضخامت نزديك به يك ميكرون يه گرديد       
 در سطح حمـام موجـود در         ها    د كه كليه نمونه   شاي تنظيم       اندازه

. لترا ميكروتـوم  بازتـاب طلايـي رنـگ داشـتند           وپشت تيغه ا  
 مسـي بـا    ( Grids )مقاطع نـازك بـر روي صـفحات مشـبك    

 ثابت و سپس به ترتيب با استات اورانيل  و سـيترات    ٢٠٠مش
 . آميزي گرديدند  سرب رنگ 

ه ها تحت شرايط يكسان در زير ميكروسكوپ الكتروني        نمون
 Philips    CM10      برابر ٢٨٥٠٠ بررسي و همگي با بزرگنمايي 

هـاي يـه شـده از هـر نمونـه در                    فيلم. تصويربرداري گرديدند 
 ،  =٢/١١pH  در D11 ظهورهشرايط يكسان با استفاده از ماد

ــرارت  ــه ح ــور ٢٢درج ــان ظه ــدت زم ــانتيگراد، م ــه س   درج
ظاهر و سپس با اسـتفاده از مـاده ثبـوت تجـارتي بـه               )  دقيقه ٢(

بررسي كيفي مقاطع بافتي ضـخيم      .  دقيقه ثابت گرديدند   ٥مدت  
در زير ميكروسكوپ   % ١پس از رنگ آميزي با تولوئيدين بلو        

ا بررسي پنج مورفومتر زير     بمقايسه سلولي   . نوري انجام گرفت  
 ):۲ (گرديدانجام و بستگي به موقعيت آا ارزيابي 

 همگني در اجزاء داخل سلولي و مشخص بودن محدوده هـاي             -١
 -٣،   واضح بودن ديواره هاي اجزاء داخـل سـلولي         -٢،  ارگانلها
  هــاي خــالي در بــين ســاختمان فضــايــا عــدم وجــود  وجــود و

 وجـود فضـاهاي     -٥،   تورم در ميتوكنـدريها    -٤،  ميتو كندريها 
  كاذب در داخل سيتوپلاسم

 ٢٠متري اجزاء داخل سلولي با اندازه گيري        تغييرات مورفو 
 يا اجـزاء هـر كـدام از آـا بعـد از تنظـيم         مورد از ارگانلها و   

دكمه هاي مربوط به اندازه گيري محورها و اشـكال  بـا گريـد             
استاندارد مختص براي ميكروسكوپ الكتروني فيليـپس توسـط         

 :اين دستگاه بر حسب نانومتر در موارد زير  مطالعه گرديد
 بافـت كبـد، قطـر كريسـتاهاي داخـل ميتوكنـدري و قطــر        -۱

بافـت   -۲،    لوله هاي شبكه اندوپلاسميك خشن هپاتوسـيت هـا        

ــبكه    ــر ش ــدريها و قط ــل ميتوكن ــتاهاي داخ ــر كريس ــز، قط مغ
آندوپلاسميك صاف در سلولهاي هرمي واقع در لايه خاكسـتري          

 روده، قطـر ميكروويليهـا و قطـر شـبكه آنـدوپلاسميك             -٣مغز
 پوســت، -٤، باريــكروده  ســلولهاي اســتوانه اي ســاده خشــن

تغييرات در قطر فيلامنهاي تارهاي الاسـتيك در قسـمت ميـان            
پوســت و قطــر  شــبكه آنــدوپلاسميك صــاف در ســلولهاي رو 

 .پوست
 نتايج

 كيفيت مقاطع تهيه شده
ها به آساني صورت گرفتـه          يه مقاطع ضخيم از هر كدام نمونه      

لافي بين هيچكدام از نمونه ها در يـه مقـاطع           و در مقام مقايسه اخت    
همچنانكـه مقـاطع    . لتراميكروتوم وجود نداشـت   و ا هوسيله  ضخيم ب 

 ضخيم يه شده از چهار ارگـان مختلـف تحـت مطالعـه در اشـكال             
1A  ،1B  ،1C   1 وD         يـه نشان داده شده اسـت در كليـه مقـاطع 

ــواختي در ثابــت كــردن بافــت  هــاي مختلــف آشــكار و   شــده يكن
هاي سلولي روشن       هاي سلولي با توجه به آشكار بودن هسته           محدوده

آوري شـده در روشـهاي     در سـلولهاي رو پوسـتي عمـل    . مي باشد 
 بـين سيتوپلاسـم و هسـته و همچـنين وجـود             هكوتاه مدت محـدود   

كيفيـت  ). 1Eشـكل (ها در داخل هسته كمتـر نمايـان بودنـد               هستك
شده بر اساس پنج عامل     اجزاء داخل سلولي چهار ارگان مطالعه       

در اين جـدول     .  نمايان مي باشد   ٣مورد بررسي در جدول شماره      
 ـ     نام ارگااي مورد بررسي و روش    ه هـاي عمـل آوري آـا ب

 : اند  صورت زير تعريف شده
۱- IAF =             سلولهاي استوانه اي روده باريـك در روش سـريع بـا

 ستون ااستفاده از 
۲- IPF =  وده باريك در روش سريع بـا  سلولهاي استوانه اي ر

                                 استفاده از پروپيلن  
۳- IAN =         سلولهاي استوانه اي روده باريك در روش معمولي

                         با استفاده از استون          
۴- IPN =        سلولهاي استوانه اي روده باريك در روش معمـولي

                         يلن اكسيد       با استفاده از پروپ
۵- LAF =  ــا اســتفاده از ســســلولهاي كبــدي در روش ريع ب
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                                                      استون                                           
۶- LPF =  ســلولهاي كبــدي  در روش ســريع بــا اســتفاده از

                                                                                  پروپيلن اكسيد   
۷-  LAN  =           سلولهاي كبدي  در روش معمولي بـا اسـتفاده از

                                                        استون                                             
۸- LPN = كبـدي در روش معمـولي بـا اسـتفاده از            سلولهاي 

                                                                        پروپيلن اكسيد
۹- NAF  =    سلولهاي هرمي در ماده خاكسـتري مغـز در روش

                                 ستفاده از استون اسريع با 
۱۰- NPF  =خاكستري مغز در روش سلولهاي هرمي در ماده 

                     سريع با استفاده از پروپيلن اكسيد       
۱۱- NAN  = سلولهاي هرمي در ماده خاكستري  مغزدر

                  روش معمولي با استفاده از استون                
۱۲- NPN  = سلولهاي هرمي در ماده خاكستري  مغز در

             ده از پروپيلن اكسيد     روش معمولي با استفا
۱۳- SAF  =      سـلولهاي رو پوسـت در روش كوتـاه مـدت بـا

                                                             استفاده از استون                                    
۱۴- SPF  = ســلولهاي رو پوســت در روش كوتــاه مــدت بــا

                       پيلن اكسيد                          استفاده از پرو
۱۵- SAN  =         سلولهاي رو پوست در روش معمولي با اسـتفاده

                                                    از استون                                         
۱۶- SPN  =       تفاده سلولهاي رو پوست در روش معمولي با اس ـ

              از پروپيلن اكسيد                             
 ـكيفيت ساختار داخل سلولي از نمونه هـا       ي كـه بـه روش   ي

  نشان داده ٦ تا  ٢هاي مختلف يه شده اند در مجموعه تصاوير         
 . شده است

ي قابـل ملاحظـه   يدر سلولهاي بر گرفته از نمونه ها، نمونه ها  
اين . اند    دري آا فضاهاي خالي وجود داشته     بودند كه در ميتوكن   
و در 2A هايي بودند كـه از مـواردي چـون      نمونه ها شامل نمونه

 در روش سريع گرفته شـده انـد   ) ٢تصاوير (2B مرحله بعدي 
داخل ميتوكندري نمونه هاي     در حالي كه چنين فضا هاي خالي در       

 ) .٢رتصـاوي (ديده نشـد  ) 2D و 2C (روش معموليه يه شده ب  

موارد مشابه آن شامل كليه موارد تصوير برداشته شده از بافت           
در . مي باشد) ٤تصاوير(مغز در هر چهار نوع عمليات يه نمونه       

نمونه هاي يه شده از سـاختمان پوسـت در روش هـاي سـريع               
طرف لايه رو پوست قـرار  ه  ي كه ب  يعمل آوري بافتي در سلولها    

ت همگـني ضـعيف در اجـزاء        داشتند و خود سلول هاي رو پوس ـ      
خـوبي  به  ديواره هاي ارگانل هاي  آا        سلولي مشاهده گرديد و   

) . ٥  در مجموعه تصاوير شماره  5B و 5Aموارد (واضح نبودند 
همگني . در اين نمونه ها فضاهاي خالي در ميتوكندري ها ديده شد          

 ـ    طـرف لايـه   ه در اجزاء داخل سلولي با سوق پيدا كردن سلولها ب
يه شده به روش كوتـاه مـدت        ) سلولهاي عضلاني (وست  زير پ 

ــت   ــود داش ــاوير(وج ــا     )٦تص ــابه ب ــها مش ــت ارگانل  و كيفي
 . ود كه با روش معمولي يه شده اندبي يونه هانم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بـول  وقسـمت مركـزي يـك ل   ,  (1A) سـاختمان كركهـاي روده   :١شكل 
سـاني در روش هـاي    كه نمـاي يك   )١C(ماده خاكستري مغز   , )١B(كبدي

 سـاختمان پوسـت در گـوش        (1D) ،.سريع و معمولي تهيه بافتي داشـتند      
 ساختمان پوست    (1E)باشد كه به روش معمولي تهيه شده و          خارجي مي 

كليه بافتها  .   است  كه به روش سريع تهيه شده      مي باشد در گوش خارجي    
از موش سوري جدا شده و با تولوئيـدين بلـو رنـگ آميـزي شـده اسـت            

  . )٨٨بزرگنمائي (
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 سلولهاي پوششي ساده روده باريك موش سوري تهيـه شـده از          : ٢شكل  
روشـهاي مختلــف عمـل آوري بــافتي جهـت اســتفاده در ميكروســكوپ    

 .  روش عمـــل آوري ســـريع بـــا اســـتفاده از اســـتون- 2A. الكترونـــي
 2B-          2. سيد  روش عمل آوري سريع با استفاده از پروپيلن اكC -  روش 

  روش عمل آوري معمولي       - 2D.عمل آوري معمولي با استفاده از استون      
از  ) N(در اشـكال مختلـف هسـته سـلولها          . با استفاده از  پروپيلن اكسيد     

ميتوكنـدري هـاي حفـره دار در روش         . مي باشد سيتوپلاسم قابل تفكيك    
 ).٢٨٥٠٠بزرگنمائي  ( شوند هاي عمل آوري سريع بافتي ديده مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 سلولهاي هپاتوسيت موش سوري تهيه شده از روشهاي مختلف          : ٣شكل  
 روش  - 3A. عمل آوري بافتي جهت استفاده در ميكروسكوپ الكترونـي        

  روش عمل آوري سريع بـا  -3B . عمل آوري سريع با استفاده از استون
اسـتفاده از   روش عمل آوري معمولي  با -3C . استفاده از پروپيلن اكسيد

.  روش عمل آوري معمولي  با اسـتفاده از  پـروپيلن اكسـيد   -3D . استون
 از سيتوپلاسـم قابـل تفكيـك مـي         ) N(در اشكال مختلف هسته سـلولها       

 نمونه ها از نظـر فاكتورهـاي مقايسـه شـده داراي وضـعيت مشـابه             . باشد
  ).٢٨٥٠٠بزرگنمائي ( باشند مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ي بافت خاكستري مغز موش سـوري تهيـه شـده از             سلولهاي هرم  : ٤شكل  
ــافتي جهــت اســتفاده در ميكروســكوپ    روشــهاي مختلــف عمــل آوري ب

  روش -4B .  روش عمل آوري سريع با استفاده از اسـتون -4A . الكتروني
ــيد   ــروپيلن اكسـ ــتفاده از پـ ــا اسـ ــريع بـ ــل آوري سـ   روش -4C . عمـ

ش عمل آوري معمـولي     رو-4D . عمل آوري معمولي  با استفاده از استون
از  ) N(در اشـكال مختلـف هسـته سـلولها          . با اسـتفاده از پـروپيلن اكسـيد       

ميتوكندري هاي حفره دار در روش هـاي        . مي باشد سيتوپلاسم قابل تفكيك    
  ).٢٨٥٠٠بزرگنمائي ( شوند  مختلف عمل آوري بافتي ديده مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ش سـوري تهيـه شـده از     سلولهاي رو پوست گوش خارجي مو : ٥شكل  
روشـهاي مختلــف عمـل آوري بــافتي جهـت اســتفاده در ميكروســكوپ    

  -5B .  روش عمـل آوري سـريع بـا اسـتفاده از اسـتون     -5A . الكتروني
 روش عمـل  -5C . روش عمل آوري سريع با استفاده از پروپيلن اكسـيد 

  روش عمل آوري معمولي  بـا  -5D . آوري معمولي  با استفاده از استون
از  ) N(در اشـكال مختلـف هسـته سـلولها          . استفاده از  پـروپيلن اكسـيد      

در هم ريختگي در ارگانل هـاي داخـل   . مي باشدسيتوپلاسم قابل تفكيك   
 ).٢٨٥٠٠بزرگنمــائي . (ســلولي تهيــه شــده بــا روش ســريع وجــود دارد
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١١٢                   ۸٢ تابستان، ۲، شماره ٦ پايه پزشكي ايران، جلد مجله علوم                                                                                         

 .)۱۰(آوري بافتهاي نرم   روش عمل: ١جـدول         
 عمليات و اختصاصات عملياتمواد شيميايي  زمان عمليات

 ثابت كردن اوليه بافت mm3١اندازه بافت   ،%٤ آلدئيدروگلوت حاوي  ١/٠ M فسفات بافر  ساعت٤
 شستشوي بافتي سه بار شستشو هر بار ده دقيقه،  ١/٠ Mفسفات بافر   دقيقه٣٠
 ثابت كردن ثانويه بافت   ١/٠ Mدر فسفات بافر % ١اسميوم تتروكسيد   ساعت٢
 شستشوي بافتي سه بار شستشو هر بار ده دقيقه،  ١/٠ Mفسفات بافر   دقيقه٣٠
 آبگيري بافتي %٣٥اتانول   دقيقه١٥
 آبگيري بافتي %٥٥اتانول   دقيقه١٥
 آبگيري بافتي %٧٥اتانول   دقيقه١٥
 آبگيري بافتي %٩٥اتانول   دقيقه١٥
 آبگيري بافتي يدر زمانهاي مساو) دوبار تعويض(اتانول مطلق   دقيقه٢٠
 تعويض حلال اوليه )پروپيلن اكسيد دو بار تعويض(حلال انتقالي   دقيقه٢٠
 نفوذ رزين در بافت ١:١ رزين در پروپيلن اكسيد  به نسبت١٠٠محلول آگار   ساعت١
 نفوذ رزين در بافت ١:٣ رزين در پروپيلن اكسيد به نسبت١٠٠محلول آگار   ساعت٢
 نفوذ رزين در بافت  رزين خالص١٠٠محلول آگار   ساعت١٢
 نفوذ رزين در بافت )تعويض( رزين خالص ١٠٠محلول آگار   ساعت٢
 قالب گيري  رزين خالص١٠٠محلول آگار   دقيقه٢٠
 انجماد رزين ) درجه سانتيگراد٦٠قرار دادن در آون (رزين محتوي بافت   ساعت٤٨

 .ه مدتآوري بافتهاي نرم در زمان كوتا  روش عمل: ٢جـدول  
 عمليات مواد شيميايي و اختصاصات عمليات زمان عمليات

 ثابت كردن اوليه بافت mm3٥/٠ اندازه بافت  ،%٤ آلدئيدروگلوت حاوي  ١/٠ M فسفات بافر  دقيقه٣٠
 شستشوي بافتي  دقيقه٥سه بار شستشو هر بار ،  ١/٠ Mفسفات بافر   دقيقه١٥
 ثابت كردن ثانويه بافت اسيدكلريدريك-لوئيدينك-در بافر% ١اسميوم تتروكسيد   دقيقه٣٠
 شستشوي بافتي  دقيقه٥سه بار شستشو هر بار ،  ١/٠ M فسفات بافر  دقيقه١٥
 آبگيري بافتي %٣٠استون   دقيقه٥
 آبگيري بافتي %٥٠استون   دقيقه٥
 آبگيري بافتي %٧٠استون   دقيقه٥
 آبگيري بافتي %٩٥استون   دقيقه٥
 آبگيري بافتي )دوبار تعويض% (١٠٠ استون  دقيقه١٠
 نفوذ رزين در بافت ١:١ رزين در استون خالص به نسبت ١٠٠محلول آگار   دقيقه١٥

  
       هـاي رو پوسـت مـوش      هاي هرمي مغـزي و سـلول    هاي هپاتوسيت كبد، سلول  هاي استوانه اي روده، سلول  مقايسه نتايج كيفي سلول:  ٣جـدول       

 .ميكروسكوپ الكترونيبه وسيله آوري شده با روش هاي سريع و معمولي سوري عمل  
 عوامل              

 كيفي               
  ارگان و 

 آوردن  روش عمل

همگني در 
 اجزاء سلولي

واضح بودن ديواره 
 اجزاء سلولي

عدم وجود فضاي خالي 
 در ميتوكندري

عدم تورم در 
 ميتوكندري

وجود فضاهاي كاذب 
 داخل سيتوپلاسمدر 

١- IAF 
٢- IPF 
٣- IAN 
٤- IPN 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    + 
+ 

+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    + 

+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

   ++    +  
٥- LAF 
٦- LPF 
٧- LAN 
٨- LPN 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
   +    +   + 
+     +     +  
+    +    + 

+    +    + 
  +    +    + 

+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
  +    ++   

+    +    + 
+    +    + 

٩- NAF 
١٠- NPF 
١١- NAN 
١٢- NPN 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    + 
+    + 
+    + 
+    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

١٣- SAF 
١٤-SPF 
١٥-SAN 
١٦-SPN 
 

+ 
+ 

+    +    + 
+    +    + 

+ 
+    + 
+    + 

+    +    + 

+ 
+ 

+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    + 

+    +    + 
+    +    + 

+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 
+    +    + 

 = +كيفيت ضعيف         = + +كيفيت متوسط             = + + +يفيت مطلوب ك      
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 تهيه نمونه بافتهاي نرم به روشهاي سريع و معمولي در ميكروسكوپ الكتروني

١١٣ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد  

 .يا اجزاء آنها در بافتهاي نرم كبد، مغز، روده و پوست موش سوري توسط ميكروسكوپ الكتروني ها و  مقايسه مورفومتري اورگانل: ٤جـدول 
  اندازهطمتوس موارد محاسبه شده شماره

         (nm)     
 انحراف معيار

(nm) 
 محاسبه شدهموارد 

١ 
٢ 
٣ 
٤ 
٥ 
٦ 
٧ 
٨ 

LAFMC 
LPFMC 
LANMC 
LPNMC 
LAFIRR 
LPFIRR 
LANIRR 
LPNIRR 

٢٤/١٩ 
٣١/١٩ 
٢٤/٢٠ 
٠٩/١٩ 
١٤/٤٤ 
٢٣/٥٨ 
٢٨/٤٩ 
٩٣/٤٩ 

٨٧/٥± 
١٣/٣± 
٥٠/٣± 
٧٩/٢± 
٧٣/٥± 
٧٣/٨± 
٣٢/٤± 
٧٢/٦± 

 موارد محاسبه شده مربوط به بافت كبد

١ 
٢ 
٣ 
٤ 
٥ 
٦ 
٧ 
٨ 

NAFMC 
NPFMC 
NANMC 
NPNMC 
NAFISR 
NPFISR 
NANISR 
NPNISR 

٤٤/٢٥ 
٥٣/٢٢ 
٢٠/٢٦ 
٦٣/٢٢ 
٦٦/٢٨ 
٦٢/٢٦ 
٣٤/٢٦ 
٢٨/٢٨ 

٠٦/٤± 
٣٨/٣± 
١١/٤± 
١٥/٤± 
٩٧/٣± 
٧٤/٤± 
٤٦/٤± 
٠٧/٤± 

 موارد محاسبه شده مربوط به بافت مغز

١ 
٢ 
٣ 
٤ 
٥ 
٦ 
٧ 
٨ 

IAFMV 
IPFMV 
IANMV 
IPNMV 
IAFIRR 
IPFIRR 
IANIRR 
IPNIRR 

٠٦/١٢٥ 
٣٠/١١٤ 
١٥/١٢٣ 
٦٠/١٢٦ 
٢٢/٦٥ 
٩٦/٧٢ 
٥٧/٦١ 
٣٠/٥٨ 

٠٦/٨± 
٨٥/٤± 
٣٣/٧± 
٨٩/١٠± 
١٩/٩± 
٩١/١٠± 
١٩/٩± 
٢٧/١٠ 

 موارد محاسبه شده مربوط به بافت روده

١ 
٢ 
٣ 
٤ 
٥ 
٦ 
٧ 
٨ 

SAFMW 
SPFMW 
SANMW 
SPNMW 
SANISR 
SANISR 
SANISR 
SPNISR 

١٤/٦٩ 
٤٢/٧١ 
٧٤/٧٦ 
١٩/٦٢ 
٥١/٢٧ 
٠١/٣٠ 
٧٦/٣٦ 
٢٦/٣٠ 

٠٣/١٠± 
٩٦/٧± 
٣٩/١٢± 
٩٦/٧± 
٦١/٢± 
٥٩/٣± 
٠٥/١٢± 
٩٢/٤± 

 پوستموارد محاسبه شده مربوط به بافت 
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 دكتر سهراب اكبري

١١٤                   ۸٢ تابستان، ۲، شماره ٦ پايه پزشكي ايران، جلد مجله علوم                                                                                         

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

سلولهاي بافت عضلاني در ناحيه زير پوست گوش خارجي : ۶شكل 
موش سوري تهيه شده از روشهاي سريع تهيه نمونه هاي بافتي جهت 

 روش عمل آوري سريع با -6Aاستفاده در ميكروسكوپ الكتروني، 
 روش عمل آوري سريع با استفاده از پروپيلن -6Bاستفاده از استون 

ارگانل ها در نمونه هاي تهيه شده از سلولهاي زير پوستي بافتهاي . اكسيد
تهيه شده با روشهاي سريع عمل آوري بافتي داراي در هم ريختگي 

 ).۲۸۵۰۰بزرگنمائي (نيستند 
 

 ها و يا اجزاء آنها  تغيير ات مورفومتريك ارگانل
اي انجام شده بر روي تغييرات مورفومتريك       براي بررسي ه  

 مـورد مختلـف     ٢٠ها و يا اجزاء آا  در هر سلول هدف               ارگانل
بـراي  . گـيري گرديدنـد       انتخاب و تحت زاويه يكسـان  انـدازه        

سهولت در بررسي نتايج موارد انتخاب شده همـراه بـا خلاصـه             
رد مـوا . كلمات آا با حروف لاتين در پرانتز ذكر گرديده انـد          

هاي داخـل  اانتخاب شده براي بافـت كبـد شـامل قطـر كريسـت            
 آنــدوپلاسميك خشــن    و قطــر لولــه شــبكه(MC)ميتوكنـدري  

(IRR)   اين مـوارد بـراي سـلولهاي       .  سلولهاي هپاتوسيت بودند
لولـه   هاي داخل ميتوكندري و قطر    ابافت مغز شامل قطر كريست    
   در سلول هـاي هرمـي قشـر         (ISR)شبكه آندوپلاسميك صاف    

 و  (MV)هـا       در بافت روده قطر ميكروكـرك     . خاكستري بودند 
قطر لوله شبكه آندوپلاسميك خشن انتخاب گرديد و براي بافت          

  واقـع در  (MW)پوست تغييرات در قطر رشته هاي الاستيك         
تليوم و قطر لوله شبكه آنـدوپلاسميك صـاف           زير سلولهاي اپي  

راي هر مـورد در  گيري ب     اندازه. دشسلولهاي رو پوست انتخاب     
مقايسـه آمـاري مـوارد مشـابه        .  درج گرديـده اسـت     ٤جدول  

آوري مختلـف از        انتخاب شده براي هر بافت در روشهاي عمـل        
  نشـان  >P ٠٥/٠ بـا در نظـر گـرفتن    t-testطريـق آزمـايش   

 ـ آوري و يـا    مي دهد كه اثر كاهش زمـان عمـل        كـارگيري  ه ب
 انتقالي تأثيرات با    عنوان ماده ه  جاي پروپيلن اكسيد ب   به  استون  

يا اجزاء آا    بيني بر اندازه ارگانلها و        مفهوم روشن و قابل پيش    
ثيرات با مفهـوم آمـاري شـامل كـوچكتر          ااين ت . ايجاد مي نمايد  

ــا ايجــاد چروكيــدگي در انــدازه قطــر كريســتاهاي   كــردن و ي
ميتوكنــدري ســلولهاي هرمــي مغــز در هــر دو روش ســريع و  

 در قطر رشته هاي الاستيك پوسـتي و  ايجاد چروكيدگي , معمولي
قطر لوله هاي شبكه آندوپلاسميك رتيكولوم صاف سلولهاي رو         

ر روش معمولي و قطر ميكروكرك هاي روده باريك در دپوست  
روش سريع در اثر استفاده از پروپيلن اكسيد در يه نمونه هاي    

ايجاد چروكيدگي در اثـر اسـتفاده از اسـتون در       . مي باشد بافتي  
         يه نمونه هاي بافتي در مورد قطر لوله هاي شبكه آندوپلاسميك

رتيكولوم خشن در سلولهاي هپاتوسيت و سلولهاي اسـتوانه اي          
 .ساده روده در روش سريع ملاحظه گرديد

الـذكر جهـت مشـخص نمـودن            با توجه به توضيحات فـوق     
هــاي مربــوط بــه مــوارد محاســبه شــده در تغــييرات   خلاصــه

يا اجزاء آا توضيحات مربوط بـه        نل ها و  مورفومتريك ارگا 
 را با علائم خلاصـه شـده مربـوط بـه هـر كـدام از                 ٣جدول  
، LAFMCبـراي مثـال     . م نمائيـد  اهاي بررسي شده تو       ارگانل

ــت  ــر كريس ــبه قط ــلولهاي  امحاس ــع در س ــدري واق هاي ميتوكن
هپاتوسيت را نشان مي دهد كه با روش كوتاه مدت با استفاده         

 .  شده استاز استون  يه
 حث ب

 كيفيت مقاطع تهيه شده
براي كليه روشهاي انجـام شـده در ايـن پـژوهش اصـلاح              

 در  (Trimming) و آشكار كردن نمونه هـا        (Blocks)ها      بلاك
صورت مطلـوب قابـل انجـام       ه   تيغ فلزي ب   هداخل آا به وسيل   

صورت تجربي اين نتيجـه نشـان دهنـده متناسـب بـودن       ه  ب. بود
كار گرفته شده و تناسب ميزان حرارت و      ه  ن ب ميزان سختي رزي  

كار گرفته شده براي انجماد رزيـن دركليـه روشـهاي           ه  زمان ب 
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 تهيه نمونه بافتهاي نرم به روشهاي سريع و معمولي در ميكروسكوپ الكتروني

١١٥ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد  

مقاطع ضخيم بافتي بجز در مورد نمونه هاي        . مي باشد انجام شده   
با استفاده از هر دو حلال استون و      پوست كه به  روش سريع و      

تي بـراي   يه شده ساير مقاطع باف    ) 1Eتصوير  (لن اكسيد   يپروپ
در نمونه هاي پوست كـه      . انتخاب سلولهاي هدف مطلوب بودند    

نظر مي رسـد بـه علـت عـدم          ه   ب ،به روش سريع يه شده اند     
موقع و كـافي، ثابـت كننـده اوليـه در طـول نـيم               به  توان نفوذ   

 رو پوسـتي را     يساعت مجاورت به بافت نتوانسته است سـلولها       
 ـ    ه هـم بـه نوبـه خـود     ثابت كرده و در نتيجه ثابت كننـده ثانوي

نتوانسته است فاصله هاي مشخص هسـته و سيتوپلاسـم را بـه         
 ٤ كـه بـر گرفتـه از مجـاورت           1Dتصـوير   . خوبي ترسيم نمايد    

ه  ب ،ساعته بافت به ثابت كننده اوليه در روش معمولي مي باشد          
صورت جزئـي در قسـمتي از سـلولهاي رو پوسـت ايـن مـورد            

. ين نقص دور مي باشد    قسمت عمده آن از ا     صورت گرفته ولي  
Bozzola and Russell     در بررسي هاي خود مجموعـه هـاي

د كه بـا وجـود نفـوذ    نده بافتي يكنواختي را مورد توجه قرار مي      
خوب ثابت كننده اوليه در داخل آا حـدود ارگانلـهاي داخـل           

 آــا بــا . ســلولي در بعضــي از ســلولها كــاملا روشــن نبودنــد
را اظهار مي دارنـد كـه سـلولهاي         بررسي هاي خود اين نتيجه      

مختلف حتي از يك نوع توان مختلفي در جذب اسميوم تتروكسـيد            
در بررسـي هـاي انجـام       . )۲(به عنوان ثابت كننده ثانويه دارند     

 بـا   1E و 1Dشده پيرامون نتايج اين تحقيق با مقايسـه تصـاوير         
 بـا ميكروسـكوپ     5B  و    5Aميكروسكوپ نـوري و تصـاوير     

 ريختگـي ارگانلـهاي داخلـي سـلولهاي رو        الكتروني كه در هـم    
 عدم اثـر كـافي ثابـت كننـده          ،پوست را به خوبي نمايان مي كند      

ــاي رو پوســت را روشــن   ــلول ه ــه در س ــداولي ــي نماي  در . م
بررسي هاي ميكروسكوپ الكتروني از همين مقاطع از آنجا كـه           
 قسمت هاي زيـرين بافـت پوسـت از چـنين نقصـي برخـوردار               

 مي رسد كه قرارگـرفتن لايـه شـاخي بـرروي           به نظر  .باشد نمي
موقع و كافي ثابت كننده اوليه  در        به  سلولهاي اپيدرمي از نفوذ     
مقايسه بافتهاي عمل آوري شده در . آا جلوگيري كرده است    

روشهاي معمولي كه بافت به مدت چهـار سـاعت در مجـاورت             
  و اشـكال  ) 1Dتصوير ( ثابت كننده اوليه  قرار داده شده بود

5C  5 وD وري طـه  طولاني تر كردن زمان غو٥  در  تصاوير 
بافت هاي پوست با ثابت كننده اوليه را در رفع ايـن نقـص در               

 . روش سريع قابل توجه قرار مي دهده روش يه بافت ب
 ) artifacts(با توجه به تجربيـات متعـدد، در بـين نـواقص             

ــتفاد     ــراي اس ــده ب ــه  ش ــاي ي ــه ه ــده در نمون ــاد ش ه در ايج
 ميكروسكوپ الكتروني ثبـوت نـاقص بافتـها عمـومي تـرين و            

وجـود نـواقص ثبـوت در بافتـها بـه           ). ٢(مهم ترين مي باشند     
هرگز هـيچ نـوع سـلولي    "اندازه اي است كه به قول اين محققين       

 ـ   ".  بدون نواقص ثبوت بافتي نيست     طـور عمـده    ه  اين محققـين ب
دم همگـني در    نواقص ناشي از عدم ثبوت كـافي بـافتي را در ع ـ           

اجزاء داخل سلول، واضح نبـودن ديوارهـاي ارگانلـهاي داخـل            
سلول، وجود فضاي خالي در داخل ميتوكندريها همراه بـا تـورم            

 . آا و وجود فضاهاي كاذب در داخل سيتوپلاسم مي دانند
 و كليه نمونه هايي كه از مغز        2B و   2Aي مانند   يها نمونه در

ميتوكندريها همراه با تـورم در      حفرات در    يه گرديدند، وجود  
 ـ   . آا قابل مشاهده بودند    ترتيـب  ه اين نوع نواقص مي توانند ب

عامـل نخسـت     بـه عنـوان   . اهميت در اثر دو عامل ايجاد گردنـد   
 و به عنوان عامل     )٣( اين نواقص را در اثر توقف تنفس سلولي       

 از مجمـوع . )۲(دن در اثر ثابت كردن ناكافي بافتي مي شمارثانوي  
 ـ         خير در ثابـت    انظرات اين محققين چنين استنباط مي گردد كه ت

كردن ميتوكندريها در داخل سلول و ادامه فعاليتهاي حياتي آا          
در محيط خـالي از اكسـيژن قابـل دسترسـي باعـث ايجـاد ايـن                 

 .دگرگونيها مي گردد
عامل ديگـري كـه ممكـن اسـت در جهـت ايجـاد حفـره در                 

كـارگيري حـلال هـا در    ه يرد بميتوكندريها مورد توجه قرار گ   
بافت  انجام عمل آبگيري، انتقال و كمك به نفوذپذيري رزين در

هر چند در عمليات يه نمونـه هـاي بـافتي در روشـهاي              . باشد
مختلف از بافر فسفات كه يـك بـافر انتخـابي و مطلـوب جهـت                

كـارگيري مـواد ثابـت    ه جلوگيري از ترشح مواد بعد و همراه ب      
ــده مــي باشــد  ــد ولي، )١٠(كنن ــ اســتفاده گردي ــارگيري ه ب  ك

 لن اكسـيد باعـث حلاليــت   يحـلال هـايي مثـل اســتون و پـروپ    
 . خـروج آـا از سـلول هـا مـي گردنـد             تركيب هاي ليپيدي و   
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 دكتر سهراب اكبري

١١٦                   ۸٢ تابستان، ۲، شماره ٦ پايه پزشكي ايران، جلد مجله علوم                                                                                         

روي حلاليـت مـواد      حلال هاي مختلف  بـر اسـاس اثرآـا بـر           
بـه  ليپيدي داخل سلول حتي پس از ثابـت كـردن ثانويـه آـا                

 در ايـن   .  اسـت    شـده   كسـيد طبقـه بنـدي       اسميـوم تترو  وسيله  
ــت    ــر را در حلالي ــروپيلن اكســيد بيشــترين اث ــدي پ ــه بن  طبق

در بـين نمونـه هـايي كـه        . )۴ (فسفوليپيدهاي داخل سـلول دارد    
 دو دسـته نمونـه وجـود        ،نواقص ميتوكندريها را نشان مي دهند     

اول نمونه هايي هستند كه در روش عمل آوري سريع بـا   . دارند
ايـن  . م ساعته در مقابل ثابت كننده اوليه يه شـدند  مجاورت ني 

 در نمونه هـاي  2Bِ و 2Aنمونه ها شامل آايي هستند كه در تصاوير    
.   مشـاهده مـي گردنـد   5B و  5Aمربوط بـه روده و تصـاوير       

توانـد در اثـر زمـان     ايجاد نواقص در اين دسته از نمونه ها مـي     
دسته دوم كليه   . يه باشد ناكافي مجاورت سلولها با ثابت كننده اول      

باشند كه در كليـه      نمونه هاي مربوط به قشر خاكستري مغز مي       
اين نمونه ها هم در روش سـريع        . گردند   مشاهده مي   ٤تصاوير  

و هم در روش معمول يـه نمونـه هـاي بـافتي دچـار نـواقص                 
در مـورد ايـن نـواقص در    . يكساني در ميتوكندريها گرديده اند  

خاكستري مغز مي توان عنـوان كـرد كـه          سلولهاي هرمي بافت    
خير در مجاورت ثابت كننده اوليه بـه سـلولها باعـث گرديـده              ات

حـداكثر زمـان رسـيدن        Cheville. است كه آا ايجاد گردند    
 دقيقـه تخمـين زده      ١٢مواد ثابت كننده به سـلولهاي مغـزي را          

 دقيقه ثابت كننده نتوانـد خـود        ١٢بنابراين اگر در طول     . است  
ه سلولهاي مغزي برساند ميتوكندريها مي توانند بـا توقـف           را ب 

  . )۳(تنفس دچار نواقصي چون وجود حفره و تورم گردند
گذشته از اثر عدم ثبوت به موقع و كامل در يه بعضي از         
نمونه هاي بافتي، در مرحله بعد از عمـل ثبـوت ثانويـه نـواقص           

 نواقصـي   . در بافتهاي عمل آورده شده ديده نشـد          يقابل توجه 
كه ممكن است در طول عمليات آبگـيري، نفوذپـذيري رزيـن،             
قالب گيري و منجمد كردن بافت در داخل رزيـن ايجـاد گـردد              

 كه در نتيجـه عـدم خـروج     است  عمدتا شامل ايجاد حفره هايي      
آب و يا حلال ها از داخل مواد رزيني نفوذ يافته در داخل بافت              

 ـ     ). ٢(ايجاد مي گردد     ات انجـام شـده چـنين       در هـر چهـار عملي
 . ي در بافتها مشاهده نگرديديها حفره

دست آمده در اين پـژوهش مـي تـوان          ه  با توجه به نتايج ب    
 ـ         كـار گرفتـه    ه  اظهار نمود كه نواقص ايجاد شده در روشهاي ب

به شده در مورد بافت هاي مورد آزمايش عدم نفوذ كافي و يا             
سريع براي  موقع مواد ثابت كننده در داخل بافت ها در روش           

قسمت رو پوسـت، سـلولهاي پوششـي سـاده روده باريـك و              
در . هرمي قشر خاكستري مغز حيوان مورد آزمايش مي باشـد         

حال حاضر، روش هاي متنوعي جهت بود بخشيدن بـه نفـوذ            
ثابت كننده اوليـه  به خصوص به موقع وكافي مواد ثابت كننده    

در ايـن   كـار گرفتـه شـده       ه  روش هاي ب  . مي باشد  اختيار در
 پــژوهش بــراي ثابــت كــردن بافــت روش غوطــه ور كــردن 
بافت هاي مورد مطالعه بعد از جدا كردن تازه و به موقع آا             

 ــ . از بـدن حيـوان تحــت آزمـايش بـوده اســت     ه هرچنـد كـه ب
كارگيري اين روش مي تواند كـاربردي تـر از روش تزريـق           

 هب وريدي مواد ثابت كننده در حيوان تحت آزمايش باشد ولي         
كارگيري روش فرو بردن بافتي در مـواد ثابـت كننـده اوليـه              

بنـابراين  . براي بافت مغز به نظر مي رسد كه كاربردي نباشد          
 كـه نظـر مطالعـه كننـده بررسـي           بايد سعي گردد در صورتي    

ي نظير مغز باشد كه كمبود اكسيژن اثر كوتـاه مـدتي   يبافت ها 
 از روش ثابـت     در تغييرات داخل سلولي آا دارد حتي المقدور       

در  كردن بـافتي بـه طريـق تزريـق وريـدي اسـتفاده گـردد و               
كه موقعيت حيوان از نظـر انـدازه مجـال انجـام چـنين               صورتي

 بافت را بايـد     ه   سرعت ثابت كردن و انداز     ،دهد روشي را نمي  
آنچنان تنظيم نمود كه مواد ثابت كننـده بتواننـد بـه موقـع در               

 از طرف ديگـر بـا تحقيقـات     .سلولهاي هدف مطالعه نفوذ نمايند    
كارگيري ميكروويو در سرعت بخشيدن به نفـوذ  ه  انجام شده ب  

 مواد ثابت كننده در بافت وكاهش زمـان ثابـت كـردن بـافتي              
 ـ          بـافتي ايجـاد   همي تواند اثر زيادي در از بين بردن نواقص ي

 ). ۸، ۷(نمايد 
در مورد نواقص ايجاد شده در سلولهاي رو پوست و سلولهاي           

رسد زمان طولاني تر     نظر مي ه  توانه اي ساده روده باريك  ب      اس
 ـ ٣٠از   بـافتي در روش سـريع مـورد    ه دقيقه براي ثابت كردن اولي

بافت هاي مورد آزمـايش     ه  كه انداز  بنابراين در صورتي  . نياز باشد 
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 تهيه نمونه بافتهاي نرم به روشهاي سريع و معمولي در ميكروسكوپ الكتروني

١١٧ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد  

 مـي تـوان پـيش بـيني كـرد كـه       ،نيم ميلي متر باقي بماند ه  به انداز 
  بـراي ثابـت كـردن اوليـه بـافتي          دقيقـه  ٤٥ اضافه كردن حـداقل     

 بافـت پوسـت و روده     همي تواند در رفع نواقص ايجاد شده در ي        
كـه در عمليـات    در ايت در صـورتي    . به روش سريع مؤثر باشد    

كـار گرفتـه شـده    ه روش سريع كه در اين پژوهش ب  ه   بافتي ب  هي
كـل زمـان مـورد    ،  دقيقه به مجموع عمليات اضافه گـردد     ٤٥است  
  با توجه به قابل مقايسـه      .  ساعت بالغ مي گردد    ٦ بافتي به    هينياز

 يه شده در روش سريع با استفاده از حـلال           يبودن كيفيت بافتها  
 آبگيري كننده و كمك كننده به نفـوذ رزيـن           همادبه عنوان   استون  

 و) ٢(در بافت و اثرهاي نامطلوب پروپيلن اكسيد در آزمايشـگاه           
 توصـيه مـي   )٤( جود در داخل سـلول كردن مواد ليپيدي مو خارج

يك حـلال عمـومي در    به عنوان   گردد كه از حلال پروپيلن اكسيد       
 .انجام عمليات يه مقاطع بافتي استفاده نگردد

 ها و يا اجزاء آنها  تغيير ات مورفومتريك ارگانل
اء آـا در داخـل    زيـا اج ـ   تغييرات مورفومتريك ارگانلها و   

وم آمـاري همـه گـير در انـدازه           شده داراي مفه ـ   هسلولهاي ي 
اين تغييرات در مورد چروكيده شـدن       . عوامل مورد نظر نبودند   

ه كريستاهاي ميتوكندري سلولهاي هرمي مغز در هر دو روش ب         
قطر رشته هاي الاستيك در قسمت ميان پوستي       , كار گرفته شده  

 و قطر لوله هاي شبكه رتيكولو انـدوپلاسميك صـاف سـلولهاي            
ش معمــولي و قطــر ميكروكــرك هــاي روده رو پوســت در رو

 كـه در   مـي باشـد   باريك در روش سريع يه نمونه هاي بـافتي          
با . كار گيري پروپيلن اكسيد ايجاد گرديد     ه  كليه اين موارد با ب    

روش كار اين پژوهش ضـمن توجـه         مراجعه به قسمت مواد و    
به اينكه مجاورت استون با بافتها در روشهاي سـريع و معمـولي    

 پروپيلن اكسـيد    ، طولاني تر از پروپيلن اكسيد بوده است       بسيار
توانسته است حتي با مجاورت كوتاهتر در ارگانل هاي ذكر شده           

هـم  در ساير موارد بررسي شده . در فوق ايجاد چروكيدگي نمايد 
همـين   كه تغييرات مورفومتريك داراي مفهـوم آمـاري نبودنـد         

دتر پـروپيلن اكسـيد     تواند مورد توجه باشد كه قدرت زيا       نكته مي 
تواند برابر با زمان طولاني تر مجاورت استون بـا قسـمت هـاي            مي

از زماـاي گذشـته قـدرت بـالاي     . مورد مطالعه در سلولها باشـد  

 ـ            ه پروپيلن اكسيد در حلاليت چربيها و خروج آا از داخل سلول ب
ويژه براي آن دسته از چربيها كه تحت اثر اسميوم تتروكسـيد ثابـت            

ي كـه در آـا در اثـر         يارگانلها) . ٤( شناخته شده است     ،ردندگ نمي
استفاده از استون چروكيدگي ايجاد گرديد تنها قطر لوله هاي شبكه           
رتيكولو اندوپلاسميك خشن سلولهاي كبدي و استوانه اي روده  در           

پيرامون چكونگي اثر   . روش هاي سريع يه نمونه هاي بافتي بودند       
دگي در اين ارگانل در حال حاضر تـوجيهي         استون در ايجاد چروكي   

 . ي باشددر اختيار نم
 تشكر و قدرداني

هزينه هاي انجام اين پژوهش از بودجه تحقيقاتي دانشگاه شيراز          
ينوسـيله از اختصـاص بودجـه       به اين    نويسندگان .تامين شده است  

 . يندنما لازم جهت اجراي اين پژوهش تشكر و قدرداني مي
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