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  مقایسه اثر چند فیکساتیو  بررسی تکامل غده هیپوفیز رت و

  سازی بافتهای آن  در آماده
 

  3زاده طاهری محمدمهدی حسندکتر  -2محمدرضا نیکروشدکتر  -1بیدسکان زاده ابراهیمعلیرضا دکتر 
 

 چکیده
و میانی را با هم باشد که لوب قدامی   می میانی و خلفی، غده هیپوفیز دارای سه لوب قدامی:زمینه و هدف

 و لوب خلفی گردد  می راتکه ایجادبست بن دهان اولیه با تشکیل سقف از اپیتلیوم آدنوهیپوفیز. نامند  میآدنوهیپوفیز
 مطالعه حاضر با هدف تعیین مراحل تکاملی و سیر .گیرد  میأبا تشکیل اینفاندیبولوم از کف دیانسفالون منش

یکساتیو برتر در هنگام مطالعه مراحل تکاملی این غده انجام شد تا در مطالعات ف تمایزات غده هیپوفیز و نیز یافتن
  .تر مورد استفاده قرارگیرد پیشرفته

رت از روز دهم تا های   جنین،به منظور بررسی مراحل تکاملی غده هیپوفیزدر این مطالعه تجربی،  :روش بررسی
و شدند گیری  در پارافین قالبو سپس  فیکس B4G بوئن و ، کارنوی،نرمالینفیکساتیوهای روز بیستم در 

 سپس این برشها به روش متداول در .گردیدتهیه از آنها  میکرومتر به صورت سریال 5برشهایی با ضخامت 
و سپس به کمک میکروسکوپ نوری  دندش آمیزی رنگ (H&E)  با هماتوکسیلین و ائوزینشناسی بافتآزمایشگاه 
  .طالعه و تصویربرداری قرارگرفتند مورد مOlympus-AH2چند نفره 

تغییرات  وبود  از روز دهم قابل مشاهده ،گردد  می راتکه شروعبست بنتکامل آدنوهیپوفیز که با تشکیل : ها یافته
 راتکه تا روز بست بناز ابتدای تشکیل .  یافتمورفولوژیکی آن نیز با الگوی زمانی مشخص تا روز بیستم ادامه

 از روز هجدهم .ند هماتوکسیلین واکنش نشان داد بهتنسب بست بندهنده این  تشکیلهای   همه سلول،هفدهم
نسبت ها  شدت واکنش این سلول  پس از آن با ادامه تکامل بر.ائوزین آغاز شدنسبت به ها  واکنش برخی از سلول

ف دیانسفالون در روز تکامل هیپوفیز خلفی با تشکیل اینفاندیبولوم از کشروع همچنین  ؛ ائوزین افزوده گردیدبه
  . نشان دادند نتایج بهتری را،که در کارنوی فیکس شده بودندهایی  از طرفی نمونه. دهم قابل مشاهده بود

آمیزی  رنگ راتکه و سیر تمایزات سلولی آن با استفاده از این بست بن مروری عملی بر تغییرات :گیری نتیجه
های  و پروژهها  ع فیکساتیو بهتر به هنگام استفاده از تکنیکتواند در تعیین مراحل تکاملی و انتخاب نو می

   .تر مورد استفاده قرار گیرد پیشرفته
   رت ،فیکساتیو ، ائوزین،هماتوکسیلین ،تکامل ، هیپوفیز:ها واژهکلید 

  ) 1384؛ سال 2؛ شماره 11دوره (افق دانش؛ مجله دانشکده علوم پزشکی و خدمات بهداشتی، درمانی گناباد 

                                                           
   استادیار گروه آموزشی علوم پایه، دانشکده علوم پزشکی گناباد: نویسنده مسؤول1

   گروه علوم پایه- دانشکده علوم پزشکی گناباد- حاشیه جاده آسیایی–گناباد : آدرس
  ebrahimzadeh43@yahoo.com:    پست الکترونیکی0511-8828243:    نمابر0511-8828243: تلفن
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  دمهمق
باشـد    و خلفی مـی    یغده هیپوفیز دارای سه لوب قدامی میان      

). 2،1( نامنـد  میرا با هم آدنوهیپوفیز      که لوب قدامی و میانی آن     
 یکـی از ایـن دو       .گردد  می  متفاوت ایجاد  أغده هیپوفیز از دو منش    

 که از سقف دهان اولیه به سمت        یاز دیورتیکول است   عبارت   أمنش
 کـه در جهـت      هداد   را تشکیل  1 راتکه   تبس  بنکند و    بالا رشد می  

 24ایـن دیورتیکـول در روز       . یابـد   می آدنوهیپوفیز تکامل تشکیل  
 جنینـی رت    11-10 و در روزهـای    )7-3 (زندگی جنینـی انـسان    

بخـش دیگـر آن از کـف دیانـسفالون بـه            ). 8 (قابل مشاهده است  
و دهـد     مـی  و اینفانـدیبولوم را تـشکیل        نمـوده  سمت پایین رشد  

  . نماید  میهیپوفیز خلفی را ایجاد سرانجام
یابـد و     مـی   راتکه افـزایش   بست  بنابعاد  , با ادامه روند تکامل   

 بـه حفـره دهـان       آدنوهیپوفیزیـال - اسـتومودیو  فقط توسط کانال  
 ای تحلیـل   طـور پیـشرونده   ه  گردد که بعداً این کانال ب       می مرتبط

د هفته  رود و آدنوهیپوفیز ارتباط خود را با ناحیه حلق در حدو           می
 در جنـین رت از دسـت        پـانزدهم هفتم در جنین انسان و در روز        

در طی زندگی جنینی چنـد جوانـه از بخـش روسـترال             . دهد می
هـا    گردد که تعدادی از ایـن جوانـه         می  آدنوهیپوفیز ایجاد  بست  بن

ند و  نک  میصورت جانبی و سپس به سمت روسترال رشد         ه  ابتدا ب 
 زایـی   رگای که     و ناحیه  دهرشد نمو  خط وسط     طرف  به در نهایت 

 ـگیر  مـی گیـرد را در بـر         مـی  مزانشیمی در آن صورت     و پـارس   دن
مـدیال  دیگر بـه سـمت      های    جوانه .دننمای  می دیستالیس را ایجاد  

  را در بـر     سـاقه اینفانـدیبولوم     و کننـد   مـی  آینـده رشـد      امیننس
   .دنده میتشکیل   را پارس توبرالیسد ونگیر می

 ،که به صورت باریک و رشـد نیافتـه         رات بست  بندیواره خلفی   
  ). 8(دهد   می را تشکیل پارس اینترمدیاماند و  میباقی

 راتکه در حـین تکامـل و نیـز          بست  بنتشکیل و تغییر شکل     
 سـلولی در آدنـو هیپـوفیز در          مختلـف  هـای  زمان ظهور فنوتیـپ   

 از اهمیـت    (Staging)مختلف در تعیین مرحله تکـاملی       های    گونه
 بـه  زیربنـایی عملـی       به صـورت   تواند  می  است و  بسزایی برخوردار 

 از  ؛پیشرفته مورد توجه قـرار گیـرد      های    هنگام استفاده از تکنیک   
هـا  سـازی بافت  طرف دیگر فیکساسیون یکی از مراحل مهـم آمـاده       

                                                           
1 Adenohypophyseal Pouch 

گردد که در این راستا انتخاب فیکـساتیو مناسـب بـا           می محسوب
ی بر خـوردار     از اهمیت بسزای   آمیزی  رنگتوجه به نوع بافت و نوع       

  . است
در این پژوهش سـعی گردیـد تـا بـا اسـتفاده از چهـار نـوع                  

 آمیـــزی رنـــگ و B4G بـــوئن و ، کـــارنوی،فیکــساتیو نرمـــالین 
 ـ      (H&E)  ائوزین -هماتوکسیلین طـور  ه   مورفوژنز غـده هیپـوفیز ب

  . عملی مورد ارزیابی قرار گیرد
 

  روش بررسی
ماهـه نـژاد      ماده بـاکره دو    های از رت   تجربی، مطالعه این   در

N-Mary سـازی رازی   سـسه سـرم  ؤم نژاد آنهـا کـه از   هم رت نر و
هــا مطــابق  رت.  اسـتفاده گردیــد ،بودنــدمـشهد خریــداری شــده  

 مراقبـت از حیوانـات در   در مـورد  DHEW3و  NIH2العمل  ردستو
 بخش طب تجربی مرکـز پزشـکی        شرایط استاندارد خانه حیوانات   

روزانه دو بار صبح و  (غذا, آب به  آزادانهدسترسی قائم مشهد و با
دوره تـاریکی و    ،  )شدند  می جوانه گندم تغذیه   عصر توسط پلیت و   

, ) بعـدازظهر 8 صـبح تـا سـاعت    8از ساعت   ( ساعته   12روشنایی  
 رطوبــت مناســب درجــه ســانتیگراد و 24تــا 18درجــه حــرارت 

های  در قفـس   با محیط جدید  تطبیق    یک هفته  پس از  و   نگهداری
 ـ( صورت پلـی گـامی    ه  ب گیری مخصوص جفت  ازای هـردو رت    ه  ب
روز  ،آمیزش داده شدند و با تهیه اسمیر واژینال        )ماده یک رت نر   

که بـه ایـن     هایی    رتاز   . در آنان تعیین گردید    (E0)  حاملگی صفر
 و در   جداگانـه  یهای در قفـس   ، تـشخیص داده شـدند      حامله طریق

  .)10،9(شد  مراقبت و نگهداری شرایط استاندارد خانه حیوانات
 هـر یـک از      در،  سـازی بافـت    تهیه جنـین و آمـاده     به منظور   

 توسـط کلروفـرم   ابتدا  حامله  های    رت ، حاملگی 20 تا   10های    روز
هـای    شـاخه ,  پس از سـزارین     قرار گرفتند و    عمیق  بیهوشی تحت

 .داده شـد  قـرار   سـرم فیزیولـوژی     در  رحم در آنها جـدا گردیـد و         
شد  دقت شکافته جنینی با سرعت وهای  سپس جدار رحم و پرده

 از دسـته  هـر  و ندشـد رحم خـارج  های   از شاخهآنهاهای    جنین و
سرم +فرمالین% (10 مالیننر از استفاده   با ساعت   24 مدت   بها  هآن

                                                           
2 The National Institutes of Health 
3 Department of Health Education and Well Fare 
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ــوژی ــارنوی ،)فیزیول ــول ک ــق ml 60(  محل ــانول مطل  ml 30 ، ات
 ml75 (  محلـول بـوئن  ،)اسیداستیک گلاسیال ml 10 کلروفرم و

  ،%40 فرمالدئیـد  ml 25  ،شـده  اشـباع محلول آبی اسید پیکریک     
 ml 5ــیال ــتیک گلاسـ ــول )  اسیداسـ ــد % B4G )6و محلـ کلریـ

 .)11(ثابت شدند   ) استات سدیم % 1گلوتارلدئید و   % 1،  مرکوریک
پاساژ داده   شناسی  بافتدر  معمول  های   روش ها مطابق   نمونهسپس  
هایی  برش ـ  و در نهایت    قرار گرفتند  پارافینیهای    و در بلوک  شدند  

 در دو جهت سـاژیتال      میکرومتر 5 و به ضخامت     ورت سریال صه  ب
  .)12،11( و کرونال از هر نمونه تهیه گردید

 به منظور جانشین    ٢ها، عمل آبگیری     نمونه ١شدن  پس از ثابت  
ها   صورت گرفت و برای انجام آن، نمونه     ،ساختن الکل با آب بافتها    

 .ندهـای صـعودی عبـور داده شـد      اتانول بـا غلظـت  یها از محلول 
 به منظور جایگزین سـاختن گزیلـل بـه    ٣سازی سپس عمل شفاف  
 .شدن بافتها در محلول گزیلل صورت پـذیرفت         جای الکل و شفاف   

  شـدن آن بـا گزیلـل،        آنگاه جهت نفوذ پارافین در بافت و جانشین       
 در پـارافین مـذاب انجـام شـد و در نهایـت              ٤سـازی   عمل آغـشته  

هـای پـارافینی     بلـوک گیـری شـدند و   ها در پـارافین قالـب       نمونه
ها برشهای بـافتی بـه        از این بلوک  . ها تهیه گردیدند    محتوی نمونه 

 5صــورت ســریال و در جهــات ســاژیتال و کرونــال بــه ضــخامت 
  .)12-10( میکرومتر به کمک دستگاه میکروتوم تهیه گردید

و یـافتن مقـاطعی کـه       مقایسه وضـعیت بافتهـا       بررسی و در  
 آمیـزی   رنـگ  از ،بودنـد  طع متـوالی  مقادارای نمونه هیپوفیزی در     

آمیـزی    ایـن رنـگ   . اسـتفاده شـد    (H&E)  ائوزین -هماتوکسیلین
  .نشان دهد بافتی متعددی راهای ساختمانبه وضوح تواند  می

 ،هماتوکسیلین Harris) gr5/2هماتوکسیلین  از   روشدر این   
 ml50  الکل مطلق ، g50  اکسید مرکوریـک و     25/1،   پتاسیم آلوم
ml500  (% 1ائوزین  و  ) رآب مقطg 1    لیتـر    میلـی  100 ائوزین در

  .استفاده گردید) آب مقطر
 هـای انتخـابی مطـابق       ، نمونـه  مورد نیاز های   رنگ تهیه از پس

 آمیـزی   رنگ،   مراجع  شده در  ارائه H&E آمیزی  رنگمعمول  روش  

                                                           
1 Fixation 
2 Dehydration 
3 Clearing 
4 Impregnation 

ــره     ــد نف ــوری چن ــکوپ ن ــک میکروس ــه کم ــپس ب ــدند و س    ش
Olympus-AH2نیک دانــشکده  موجــود در آزمایــشگاه هیــستوتک

   .)13-10( قرارگرفتند تصویربرداریپزشکی مشهد مورد مطالعه و 
  
  ها یافته

 در روزهای دهـم     H&Eشده با    آمیزی  های رنگ   بررسی نمونه 
 ، راتکه اسـت   بست  بنو یازدهم جنینی که مقارن با شروع تشکیل         

 بـست   بـن ایـن   دهنده   های تشکیل  نشان داد که تقریباً همه سلول     
  . )1شکل  (دهند  میکسیلین واکنش مثبت نشاننسبت به هماتو

بست   در ادامه روند تکامل، در روز سیزدهم جنینی، لومن بن         
در مقطـع سـاژیتال مـشابه شـعله شـمع شـد و از روز                کـه   راتکه  

 در همـین زمـان   . نیز ظـاهر گردیـد  Atwell’s Recessچهاردهم 
 به طـوری کـه در روز پـانزدهم          ،لومن شروع به تغییر شکل نمود     

ــ ــرف  ش ــشابه ح ــلول  Sکل آن م ــه س ــد و هم ــا    ش ــای آن ب ه
  ).2شکل (هماتوکسیلین واکنش مثبت نشان دادند 

بست راتکـه،     از روز شانزدهم با افزایش رشد دیواره قدامی بن        
دهنـده    های تـشکیل     شکل گردید؛ در حالی که سلول      Lلومن آن   

دادنـد    مثبـت نـشان       به هماتوکسیلین واکنش    آن، همچنان نسبت  
ها واکنش     تا این که در روز هجدهم در بعضی از سلول          .)3شکل  (

رنگـی    با ائوزین آغاز شد که این واکنش به صورت نواحی صـورتی           
  ). 4شکل (در سیتوپلاسم آنها قابل مشاهده بود 

با ادامه تمایز سلولی در روزهـای بعـد، شـدت واکـنش ایـن               
 بـه طـوری کـه در روز بیـستم           ،ها با ائوزین افـزایش یافـت        سلول

لـومن  . های اسـیدوفیل بـه راحتـی قابـل تـشخیص بودنـد              ولسل
بست راتکه با ادامه رشد دیواره قدامی آن بتدریج باریـک شـد               بن

ویکم فقط به شکل شـکاف بـاریکی قابـل            تا این که در روز بیست     
  .مشاهده بود

مقایسه برشهای متعددی که در هر یک از مراحل جنینی بـا            
آمیـزی شـده بودنـد،         رنگ H&Eهای مختلف تهیه و با        فیکساتیو

هایی که با محلول کارنوی فیکس شده بودنـد           نشان داد که نمونه   
، از کیفیــت بهتــری برخــوردار هــستند و ویژگیهــای  )1شــکل (

  .شناختی آنها بهتر حفظ شده و قابل مشاهده بودند بافت
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 روزه 10های  هیپوفیز در حال تکامل جنینساژتیالقطع م -1شکل 
 .×200 :بزرگنمایی؛ H&E: آمیزی رنگ. )با محلول کارنویه شد فیکس(

R:راتکهبست    بن  :Oدهان اولیه ،I : لوب خلفی در حال (انفاندیبولوم
  )تکامل

 
  
  
  
  
  
  
 باشده  فیکس(روزه رت  15جنین   مقطع ساژیتال هیپوفیز-2شکل 

 فضای :R .×200 :بزرگنمایی؛ H&E :آمیزی رنگ). محلول نرمالین
لوب خلفی هیپوفیز در : I, لوب قدامی در حال تکامل: A, کهبست رات بن

ها با هماتوکسیلین  در این مرحله از تکامل، همه سلول. حال تکامل
  . اند واکنش نشان داده

 گیری بحث و نتیجه
 H&Eهـایی کـه بـا      هیـستوشیمیایی نمونـه   تغییرات بررسی

  نمود که در مراحـل اولیـه رونـد         مشخص ،آمیزی شده بودند    رنگ
ها رنگ  سلولتکامل غده هیپوفیز تقریباً هسته و سیتوپلاسم همه    

کـه   بـا توجـه بـه ایـن    . گیرنـد   مـی آبی هماتوکسیلین را به خـود       
 کـه هایی از سلول       با قسمت  ، است قلیایی رنگ   یکهماتوکسیلین  

 ،خاصیت اسیدی دارنـد و یـا بـه عبـارت دیگـر بازوفیـل هـستند                
ال تمـایز بـه علـت       هـای در ح ـ      در سـلول   .دهـد   واکنش نشان می  

   هـا کـه محتـوی       سـلول  هـسته , فعالیت شـدید پـروتئین سـازی      

  
 
 
 
 
 
 
 

 باشده  فیکس( روزه رت 16 مقطع ساژیتال هیپوفیزجنین -3شکل 
ها با هماتوکسیلین  در این مرحله از تکامل، همه سلول .)B4Gمحلول 

: *.×200 : بزرگنمایی؛H&E: آمیزی  رنگ.اند واکنش نشان داده
دیواره خلفی : I, لوب قدامی در حال تکامل: a, ست راتکهب فضای بن

  بست  بن

 
 
 
 
 
 
 
 

 شده با فیکس( روزه رت 18 مقطع ساژیتال هیپوفیزجنین -4شکل 

فضای : *.×200: بزرگنمایی؛ H&E: آمیزی رنگ). محلول بوئن
بست  دیواره خلفی بن: Iلوب قدامی در حال تکامل، : A, بست راتکه بن

  امل راتکه در حال تک

، بـا رنگهـای قلیـایی واکـنش          است رونویسییوکروماتین در حال    
 یعلت وجود مقـادیر زیـاد     ه   و در سیتوپلاسم نیز ب     دهد  نشان می 
باشـند،    سازی دخیل می    که در فرایند پروتئین    RNAهای    مولکول

   ).13 (دهند پذیری نشان می رنگ هماتوکسیلین با
کـه در  هـا   سـلول  سـلولی در گروهـی از   تمایز ادامه فرایند    با

  تمـایز  گلیکـوپروتئینی هـای    سـازنده هورمـون   هـای     جهت سلول 
هـایی     تفکیـک و تـشخیص سـلول       موجـب  β زیر واحـد     ،یابند می
 طـوری ه   ب ؛گردند  می پدیدارشود که با الگوی زمانی مشخصی        می
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 ترتیـب در  بـه  LH و ACTH,  TSHهـای مترشـحه    کـه سـلول  
). 8(باشند   مییصهفدهم و هجدهم قابل تشخ, روزهای شانزدهم

  همچنـین  هـا در هیپـوفیز در حـال تکامـل و            گروه از سـلول    این
 دنده  می نشان   واکنش هماتوکسیلین    رنگ قلیایی  هیپوفیز بالغ با  

 که در مراحل اولیه     ها   از سلول   دیگری  گروه اما .و بازوفیل هستند  
 ادامـه  بـا  ،سـازی بازوفیـل بودنـد     فعالیت پـروتئین  علتتکامل به   

هـای پروتئینـی سـوماتوتروپ و        ولی و سنتز هورمـون     سل اتتمایز
 رنگ ائوزین را به  وشود    میپلاسم آنها اسیدوفیل    سیتو لاکتوتروف

و تـا  شود    میاین تغییرات که از روز هجدهم شروع        . دگیر  می خود
شـک بازگوکننـدۀ تکامـل     بی ،رسد  می به حداکثر خود   بیستمروز  

  .استترشحی آن ای هت فعالیشروعنهایی این بخش از هیپوفیز و 
در مورد انتخـاب فیکـساتیو مناسـب بایـد اذعـان نمـود کـه          

 ؛ زیـرا   بیـان کـرد    آنمشکل است بتـوان قـانون مشخـصی بـرای           
 که  آمیزی  رنگبه نوع بافت و نوع       فیکساتیو مناسب، ماده  انتخاب  
ــام ــیانج ــرد  م ــستگی دارد،گی ــشگاههای  ؛ ب ــه در آزمای ــر چ  اگ

 بـرای   ای فرمالدئیـد و یـا بـوئن        از محلوله  هیستوپاتولوژی معمولاً 
 محلـول بـوئن بـرای        کـاربرد  گردد و   می  استفاده کردن بافتها   ثابت

 درجه نفوذ کمی     به دلیل  مطالعات سیتولوژیکی مناسب است ولی    
توانـد    مـی  شـود و     مـی   طولانی شدن زمـان ثبـوت      باعث ،ردداکه  
ای و خـصوصیات     بخش باشد و نیز فرمالین مشخصات هسته       زیان

های سیتوپلاسمی را حل     کند ولی گرانول    می خوب خفظ بافتی را   

 ـ  بنـابراین  .)12،11( نماید  می شفاف  هو سیتوپلاسم را نیم     نظـر ه   ب
از . ترشحی از جمله هیپوفیز مناسب نباشد     های  رسد برای بافت   می

طرف دیگر محلول کارنوی فیکساتیوی مناسب برای هسته سلول         
شـدن    طـولانی  عـث  با ؛ بنـابراین  است و زمان ثبوت آن کم اسـت       

 از  .بخـش نیـست     زیـان  شود و از این نظـر        نمی زمان فیکساسیون 
 کـردن    ثابـت   بـرای  اند که این محلـول      طرفی تحقیقات نشان داده   

 بـسیار مناسـب     ،شـوند   مـی  گیری که در پارافین قالب   هایی    نمونه
 و نتایج حاصل از این پژوهش     فوق  با توجه به مطالب     . )11( است
جنینـی و   هـای   نمـودن بافت   ه بـرای ثابـت    توان اظهار داشت ک ـ    می

 تـری  مناسـب ، محلول ترشحی از جمله هیپوفیز فیکساتیو کارنوی     
 .تواند در مطالعات این عضو مورد استفاده قـرار بگیـرد             و می  است

 بـرداری نـسوج   نمونـه نـوع   شایسته اسـت بـا توجـه بـه          همچنین
شهای و رو ها     تکنیک ، نوع بافت  ، اندازه نمونه  ،)بیوپسی یا اتوپسی  (

 ،گـردد   مـی  سـازی بافـت دنبـال       و هدفی که از آمـاده      آمیزی  رنگ
 تـا نتـایج   گیـرد بنظر قرار   مورد   ، همواره انتخاب فیکساتیو مناسب  

  .شناختی حاصل گردد تری در مطالعات بافت دقیق
  

  تشکر و قدردانی
از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی       وسیله    بدین

کار خـانم متجـدد در زمینـه        سـر فنی  مشهد و همچنین خدمات     
  ..گردد سپاسگزاری میسازی برشهای بافتی  آماده
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