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 مقاله تحقيقي
 

  281-287، صفحات 4، شماره 84مجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، سال سوم، زمستان 

۱۵۳

  

   تشخيص برايارجحيت تشخيصي رنگ آميزي آليزارين رداس 
  كلسيفيكاسيونهاي عروقي ناشي از مونكبرگ اسكلروزيس

  ***.Ph.Dمحمد جعفرگلعلي پور ، **.Ph.D، سكينه عمويي**.Ph.D، ناصر طيبي*.Ph.Dمحمد افشار 1
  گروه بافت شناسي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند* 

  علوم پزشكي مشهدگروه پاتولوژي دانشگاه  **
  بخش بافت شناسي و جنين شناسي دانشگاه علوم پزشكي گرگان ***

  84 ماه  دي :، تاريخ پذيرش 84 ماه آبان :تاريخ وصول

 چكيده
توكسيلن ائوزين روي آميزي هما جاي رنگ معرفي روش آليزارين رداس به منظور تشخيص اوليه كلسيفيكاسيون عروقي به :هدف

  برشهاي بافتي
  سال كه هيستركتومي شده بودند با استفاده از دو تكنيك 53±4 خانم باميانگين سني20مقاطع پارافيني رحم مربوط به  : روشهامواد و

 به (pH 2.3) برشها با هماتوكسين ماير   H&Eبراي .  رنگ آميزي شدند(ARS) و آليزارين رداس (H & E) ائوزين -هماتوكسيلن 
 pHدرصد با 1 از محلول آبي آليزارين رداس ARSبراي . شدندآميزي   دقيقه رنگ1 به مدت (pH 4.1) دقيقه و ائوزين الكلي 5مدت 

 برش به صورت تصادفي مورد بررسي ميكروسكوپي قرار 4براي هر نمونه .  به همراه رنگ زمينه آبي آنيلين استفاده شد4/6تنظيم شده 
  . گرفت
 رنگ آميزي شده بودند به راحتي قابل ARSن در جدار مدياي عروقي كه توسط كريستالهاي ظريف ناشي از كلسيفيكاسيو :ها يافته

 ARSميانگين تعداد عروق كلسيفيه در رنگ آميزي . شدند  تشخيص داده نميH&Eتشخيص بودند ولي اين كريستالها در رنگ آميزي 
)Mean ± SD 34/1±4/18 (ائوزين از ميانگين  عروق  كلسيفيه ناشي از رنگ آميزي هماتوكسيلن )Mean ± SD 42/1±4/10 ( به طور

  .  بيشتر بودP< 0.00معني داري 
 تعداد كريستالهاي كلسيم موجود در ديواره عروق را احتمالاً به علت اسيديته قوي هر دو محلول H&Eروش رنگ آميزي  :گيري نتيجه

مراه رنگ زمينه آبي آنيلين كريستالهاي كلسيم را دهد، در حالي كه رنگ آميزي آليزارين رداس به ه هماتوكسيلن و ائوزين كاهش مي
  .شود  توصيه ميروشنمايد و به همين دليل براي تشخيصهاي دقيق و زودرس كلسيفيكاسيون عروقي اين  خوب حفظ مي

  
  آليزارين رداس، مونكبرگ اسكلروزيس، كلسيفيكاسيون عروقي : ها كليدواژه

________________________________ 
  ابتداي جاده شصتكلا، جاده گرگان به ساري2 كيلومتر ،گرگان: آدرس مكاتبه 

    گروه بافت شناسي و جنين شناسي،)بنياد فلسفي(دانشگاه علوم پزشكي گرگان 

E-mail: mjgolalipour@yahoo.com  
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  مقدمه
اسكلروز مـونكبرگ     كلسيفيكاسيون مدياي شريانهاي محيطي،     

)Mönckeberg`s Sclerosis( ،با افـزايش سـن و در افـراد    اغلب 
ظهور ايـن   .نمايد  مبتلا به ديابت و نارسايي مزمن كليه بروز مي        

تواند پيش آگهي  حوادث قلبي عروقي و قطـع پـا              علامت مي 
كلـسيفيكاسيون موجـود در عـروق       . در بيماران ديـابتي باشـد     

كال كلسفيكاسيونهاي ديستروفيك   خوني يكي از شايعترين اش    
است كه ممكن است در دو محـل مختلـف در داخـل ديـواره       

كلسيفيكاسيون انتيمـايي كـه     . عروق، انتيما و مديا، ايجاد شود     
افتـد، در ارتبـاط بـا ليپيـد،           در قالب آترواسكروزيس اتفاق مي    

ماكروفاژهــا و ســلولهاي عــضلات صــاف عروقــي اســت، در 
ديا يا بيماري مونكبرگ اسكلروزيس     كه كلسيفيكاسيون م    حالي

به صورت مستقل از آترواسكلروز و در ارتبـاط بـا الاسـتين و        
مطالعـات  ]. 1[سلولهاي عضلات صاف ديـواره عـروق اسـت     

مختلـــف نـــشان داده اســـت كـــه در هـــر دو شـــكل ايـــن 
كلسيفيكاسيون، رسوب كلسيم اغلب به صـورت كريـستالهاي         

مـــــاري در بي ]. 3 و2[هيدروكـــــسي آپاتيـــــت اســـــت 
آترواسكلروزيس، ظهور كريستالهاي كلسيم در ديواره انتيمـاي     
رگ، نياز به عبـور از طـي مراحـل خاصـي دارد و تقريبـĤ در                 

 اين fatty streakانتهايي ترين مرحله اين بيماري بعد از تشكيل 
امـا در  ]. 3[شـود   كريستالها در داخل پلاك آترومي تشكيل مي   

 كريـستالها در ديـواره      بيماري مونكبرگ اسـكلروزيس، ظهـور     
ــر      ــصي از نظ ــت مشخ ــه علام ــدون هيچگون ــدياي رگ ب م

با اينكه پـاتوژنز ايـن بيمـاري هنـوز     . افتد  پاتولوژيك اتفاق مي  
درستي مشخص نيست، اما افزايش سـن، ديابـت، نارسـايي             به

مزمن كليه  و استئوپوروز از عوامل خطر مرتبط با اين بيماري            
 توجـه بـه اينكـه در ايـن          تا يك دهه پـيش، بـا      ]. 4 -9[است  

ــسداد رگ ايجــاد   ــر خــلاف آترواســكلروزيس، ان بيمــاري، ب
شود، از اهميت تشخيصي و باليني خاصي برخوردار نبود،           نمي

ولي مطالعات اخير نشان داد كه ايـن بيمـاري بـه عنـوان يـك         
  نشانگر مهم براي پيش آگهي بسياري از حوادث قلبي عروقـي           

ركتوس مغـزي وآمپوتاسـيونهاي   و مرگ و مير ناشي از آن، انفا 

تواند   اندام تحتاني در بيماران ديابتي غير وابسته به انسولين مي         
بنابراين تـشخيص زودرس و اوليـه ايـن         ]. 10[ارزشمند باشد   

بيماري كه اغلب در اكثـر عـروق محيطـي مثـل عـروق انـدام          
تحتاني، سر و گردن، پستان، لگـن و مخـصوصا رحـم اتفـاق              

بـا  ]. 11[هميت  به سزايي برخـوردار اسـت          از ا  ؛]10[افتد    مي
ــده در     ــتفاده ش ــول اس ــزي معم ــگ آمي ــه، رن ــه اينك توجــه ب
ــزي    ــگ آمي ــي، رن ــت شناس ــاتولوژي و باف ــشگاههاي پ آزماي

بـوده وايـن   ) Hematoxylen & Eosin( ائـوزين  –هماتوكـسيلن 
روش قادر به تشخيص زودرس اين بيماري نيـست هـدف از            

 رداس به عنـوان يـك روش        اين مطالعه معرفي روش آليزارين    
برتــر در در تــشخيص اوليــه ايــن بيمــاري و مقايــسه قــدرت 

مطالعه حاضر .  است H&Eتشخيصي آن با رنگ آميزي معمول
نــشان داد كــه روش آليــزارين رداس در تــشخيص رســوبات 

 بـسيار دقيـق تـر و    H & Eكلـسيم نـسبت بـه روش معمـول     
  .كارآمدتر است

 
  مواد و روشها 

عدد بلوك پارافيني متعلق بـه      20بررسي تعداد   هاي مورد     نمونه
 سال بـود كـه بـه علـل          53±4رحم خانمهايي با ميانگين سني    

ــستركتومي ــد  مختلــف هي ــده بودن ــارافيني، . ش ــاي پ از بلوكه
 ميكرومتر تهيـه    5 تا   4برشهايي به صورت سريال به ضخامت       

 عـدد بـرش از هـر بلـوك        4شد و بعد بـه صـورت تـصادفي          
آميزي هماتوكسيلن ـ ائوزين و آليـزارين   انتخاب و براي رنگ 

  .رداس مورد استفاده قرار گرفت
 از روش معمول رنـگ آميـزي در         H&Eدر رابطه با روش     

آزمايشگاههاي بافت شناسي و پاتولوژي اسـتفاده شـد، بـدين           
هـا توسـط گـزيلن، آب         ترتيب كه بعد از دپارافينه كردن نمونه      

 ســپس .دهــي توســط الكــل بــا درجــات نزولــي انجــام شــد 
 5 بـه مـدت      3/2 حدود   pHآميزي با هما توكسين ماير با         رنگ

دقيقه، شستشو زير آب جاري و رنگ آميـزي توسـط ائـوزين             
 دقيقه صورت گرفـت و در       1 به مدت    1/4 حدود   pHالكلي با   

نهايت مراحل آب گيري و شفاف سازي و چسبانيدن صورت          
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  .گرفت
 آميزي  هايي كه توسط روش آليزارين رداس رنگ        در نمونه 

ها، دپارافينه شد و سپس توسـط         شد، ابتدا توسط گزيلن نمونه    
بعـد از   .  درجه آب دهي صورت گرفت     70،  90،  100الكلهاي  

هـا توسـط محلـول     يك شستشوي سريع در آب مقطـر نمونـه       
 دقيقـه  5  بـه مـدت  4/6 حـدود  pHدرصد آليزارين رداس با 1

يلـين  رنگ آميزي شد و بعد از شستشو با آب مقطر با رنـگ آن         
سپس برشـها از    .  دقيقه رنگ آميزي شد    1درصد به مدت    5بلو  

 گـزيلن و گـزيلن خـالص        –محلولهاي استون خالص، استون     
  .عبور كرده و در نهايت توسط كانادابالزام چسبانيده شد

بعد از خشك شدن، برشـها توسـط ميكروسـكوپ تحقيقـاتي            
Olympus BX41هــا بــا  نمونــه.  ســاخت ژاپــن مطالعــه شــدند

ــاييبزرگ ــه دچــار  . بررســي شــد×  200نم ــي ك ــداد عروق تع
كلسيفيكاسيون شده بودند در هر برش توسط دو پاتولوژيست         
كه اطلاعي نسبت بـه مطالعـه نداشـتند شناسـايي و شـمارش              

  .شدند
 SPSSآوري شده بـا اسـتفاده از نـرم افـزار             اطلاعات جمع 

(Ver10)  و آزمون آمـاري  paired-sample t test    مـورد مقايـسه 
  . در نظر گرفته شدp<0.05دار بودن  سطح معني. رار گرفتندق
  

  
   . استمشاهدهقابل  نواحي كلسيفيه شده در مدياي رگ به صورت نواحي آمورف بازوفيل. 1 شكل

  )×200: بزرگنمايي ،H & E :آميزي رنگ(
  

  
  .  نيستمشاهدهنواحي كلسيفيه شده در مدياي رگ به  خوبي قابل . 2 شكل

 )×200: بزرگنمايي ،H & E :آميزي رنگ(
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  ها يافته
ــار     ــروق دچ ــداد ع ــانگين تع ــه مي ــشان داد ك ــق ن ــن تحقي اي
كلسيفيكاسيون كه توسط روش معرفـي شـده آليـزارين رداس           

طـــور   بـــه(1.34_+18.4)رنـــگ آميـــزي شـــده بودنـــد    
 از ميــانگين تعــداد عــروق دچــار     (p<0.000)داري معنــي

آميزي شـده بودنـد     رنگ H&Eيون كه توسط روش     كلسيفيكاس
  . بالاتر بود(1.42_+10.4)

 رنگ آميـزي شـده   H&Eدر برشهايي  كه به روش معمول    
بودند، تنهـا عروقـي كـه كلـسيفيكاسيون فراوانـي در قـسمت              
  مدياي خود داشتند به صورت نواحي با ظاهر آمورف بازوفيل          

  
د رسـوبات   و عروقي كه تعـدا    ) 2شكل  (قابل تشخيص بودند    

ــود قابليــت   ــده ب ــستالهاي كلــسيمي در آنهــا كــم و پراكن كري
  ). 2شكل (تشخيصي با اين نوع رنگ آميزي را نداشتند 

آميزي آليـزارين رداس     در برشهايي  كه توسط روش رنگ      
رنگ آميزي شده بودند، به راحتي عروق دچاركلـسيفيكاسيون         

وبات در ديواره مدياي ايـن عـروق، رس ـ       . قابل شناسايي بودند  
كريستالهاي كلسيم با ظاهر نارنجي متقابـل بـه قرمـز در بـين              

سلولهاي عضلات صاف جـدار مـديا قابـل تـشخيص بودنـد              
  ). 3شكل (

  
 مشاهدهمتمايل به نارنجي قابل   نواحي كلسيفيه شده در مدياي رگ به صورت نواحي آمورف به رنگ  نارنجي.3شكل 

  )×200: بزرگنمايي ،Alizarin red: رنگ آميزي( .است
  

  
   .تكريستالهاي كوچك در مدياي رگ به صورت  نقاط نارنجي قابل رويت اس. 4شكل 

 )×200بزرگنمايي  ،Alizarin red :رنگ آميزي (
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در عروق كوچكتر كريستالهاي كوچك پراكنده در داخل مـديا          
همچنـين  . بودنـد    مـشاهده به صورت نقاط نارنجي رنگ قابل       

تالها تشكيل نـشده    عروقي وجود داشتند كه هنوز در آنها كريس       
شدند كه نواحي مربوط      بود ولي به رنگ زرد كهربايي ديده مي       

به تجمعات كلسيمي در مدياي عروق قبـل از كلـسيفيكاسيون           
بافت همبند اطراف عروق و ساختمان مدياي       ). 4شكل  (است  

آميـزي شـده     عروق در اين روش به رنگ آبـي روشـن رنـگ           
  . بودند

و H&E به هـر دو روش  آميزي شده  در تمامي عروق رنگ
آليزارين رداس، اثري از تنگي مجراي عروق و ضخيم شـدگي           
انتيمــا ديــده نــشد و اكثريــت عــروق دچاركلــسيفيكاسيون در 

  .پريمتر رحم قرارداشتند
  

  بحث
ــرين    ــايع تـ ــواع شـ ــي ازانـ ــي يكـ ــيونهاي عروقـ كليفيكاسـ
كلسيفيكاسيونهاي ديستروفيك است كه در قالـب دو بيمـاري          

كنـد    و مونكبرگ اسكلروزيس تظاهر پيدا مي     آترواسكلروزيس  
با توجه به اهميت كلسيفيكاسيون عروقي ايجاد شده در ].  12[

آترواسكلروزيس كه موجب ضخامت انتيما، تغيير قطر داخلي        
رگ، پــارگي عــروق وترومبــوز طــي پيــشرفت ايــن بيمــاري  

شود، تا كنون اكثر مطالعات روي اين نوع ازكلسيفيكاسيون           مي
ده است و بيماري مونكبرگ اسكلروزيس بـه علـت          متمركز بو 

اينكه تغييـرات انـسدادي رگ را بـه دنبـال نـدارد از اهميـت                
اما با توجه به اينكـه مطـا لعـات          . كمتري برخوردار بوده است   

اخير نشان داده اسـت  كـه بيمـاري مـونكبرك اسـكلروزيس              
عنــوان يــك نــشانگر مهــم تشخيــصي در پــيش  توانــد بــه مــي

بيماريهاي قلبـي عروقـي، انفـاركتوس مغـزي         هاي ساير    گهيآ
آمپوتاسيون پا در بيماران ديابتي ومرگ و ميرهاي متعاقب ايـن     

 از ايـن رو     .]14 و   13،  10[گيـرد    بيماريها مورداسـتفاده قـرار    
اهميت تشخيص اين بيماري روز بـه روز در حـال گـسترش             

علي رغم اينكه در هر دو نوع ازكلسيفيكاسيون عروقي،         . است
ا درآترواســكلروز و مــديا در مــونكبرگ اســكلروزيس، انتيمــ

ــوع    ــواره  رگ اغلــب از ن ــرده در دي ــستالهاي رســوب ك كري

 هـستند  Ca 10 (PO4) 6 OH2كريستالهاي هيدروكـسي آپاتيـت   
رسد كه رونـدايجاد و نشـست ايـن            به نظر مي   بنابراين]. 3و2[

در . كريستالها در ايـن دو لايـه از ديـواره رگ متفـاوت اسـت              
 آترواسكلروزيس، روند رسـوب كريـستالهاي كلـسيم         بيماري

مستلزم عبور از مراحل شناخته شده خاصي است و در نهايت           
 fattyدر مراحل پيشرفته انتهايي اين بيمـاري بعـد از تـشكيل    

streak            زمينه براي تشكيل كريستالها در داخـل پـلاك آترومـي 
ــي  ــراهم م ــود  ف ــونكبرگ  ]. 16 و 15[ش ــاري م ــي در بيم ول

گونه تغييرات قابل سنجش پـاتولوژيكي در         زيس، هيچ اسكلرو
از ايـن رو     ؛ديواره رگ قبل از تشكيل كريستالها وجود نـدارد        

بـا اينكـه    . تشخيص اوليه و سريع اين بيماري بسيار مهم است        
پاتوژنز اين بيماري به خوبي مشخص نيست ولي افزايش سن، 

خطـر  ديابت، اختلالات مزمن كليوي و استئوپوروز از عوامـل          
اين بيمـاري   ]. 8 و   7،  6،  5،  4[شوند    اين بيماري محسوب مي   

نمايـد و بيـشترين عـروق         اكثراً عروق محيطـي را درگيـر مـي        
دچاركلسيفيكاسيون عروق مربوط به به انـدام تحتـاني، لگـن،           

ــستند    ــم ه ــصوصا رح ــستان و مخ ــروگردن، پ ــوب . س رس
اي در اطراف رگ در       صورت حلقه    به اغلبكريستالهاي كلسيم   

خامت مديا در مقاطع ميكروسـكوپي قابـل مـشاهده اسـت            ض
در هنگامي كه اين بيماري پيشرفته است تشخيص ايـن          ]. 17[

آميزي معمول هماتوكسيلن ـ   كريستالهاي كلسيمي توسط رنگ
ائوزين به راحتي قابـل تـشخيص اسـت، در ايـن عـروق كـه                
عمدتاً شريانهاي متوسط و كوچك هستند رسـوبات كلـسيمي          

احي آمـورف بازفيـل در ضـخامت مـديا قابـل            به صورت نـو   
اين رسوبات حتي در راديوگرافيهاي ساده از       . تشخيص هستند 

]. 18[پستان و عروق محيطي بدن نيز قابل تـشخيص هـستند            
امـا در هنگــامي كـه ميــزان ايـن كريــستالها كـم باشــد، روش     

 و راديوگرافي قادر بـه تـشخيص كريـستالها          H&Eآميزي    رنگ
لل اينكه كريستا لهاي ظريف نمي تواننـد در         نيستند، يكي از ع   

   pH مي توانـد مربـوط بـه   ، مشخص گردندH&Eرنگ آميزي 
اسيدي رنگهاي مورد اسـتفاده در ايـن رنـگ آميـزي معمـول              

اند كـه كريـستالهاي       باشد، چرا كه مطالعات مختلف نشان داده      
ــيدي حــل    ــاي اس ــت در محيطه ــسي آپاتي ــسيمي هيدروك كل
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ف از ايــن مطالعــه معرفــي روش هــد]. 20 و 19[شــوند  مــي
 دقيق تري با اندكي تغييرات نسبت به        هيستوشيميآميزي   رنگ

دو مزيت ايـن    . روش اصلي تشخيص سريع اين بيماري است      
 اين است كه اولا در      H&Eآميزي معمول     روش نسبت به رنگ   

اين روش كوچكترين كريستالهاي تشكيل شده در ديواره رگ         
و ثانيـاً بـا ايـن روش حتـي       به راحتي قابل تـشخيص هـستند        

داراي تجمعات زياد   (توان عروق مستعد به كلسيفيكاسيون        مي
از . را قبل از تشكيل كريـستالها مـشخص نمـود   )  Ca +2يون 

توان در زمينه تحقيقاتي كه مرتبط بـا          روش فوق مخصوصا مي   
تشكيل كريستالها در داخل رگها يـا هـر نقطـه ديگـر از بـدن                

است ...) هاي قلبي     كبد، پستان، دريچه  غفرونهاي دژنره شده،    (
ــه ــشكيل  . طــور مناســبي اســتفاده نمــود  ب ــا وجــود اينكــه ت ب

گونه تغييـرات     كريستالهاي كلسيم در ديواره مدياي رگ با هيچ       
مرفولوژيكي بارز قابل تـشخيص ميكروسـكپي همـراه نيـست      
ولي مطالعات الكتروني وهيستوكيميستري دقيق تر دو عامل را         

لـت احتمـالي  شـروع كلـسيفيكاسيون عروقـي           در رابطه بـا ع    
  : نمايند موجود در مديا مطرح مي

 آپپتوزيس در سلولهاي عضلات صاف مديا كه متعاقب آن          -1
تشكيل كريستالها را در اجسام آپپتوتيك حاصل از تجزيه ايـن           

  ]. 22 و 21[توان مشاهده نمود  سلولها مي
  تغييــرات تمايزيــك ســلولهاي عــضلات صــاف مــديا يــا -2

 وتبـديل شـدن آنهـا بـه         (pericyte)سلولهاي اطـراف عروقـي      
  ].  24 و 23[سلولهاي استخوان ساز يا استئوبلاستي 

به هر صورت اينكه كداميك از مكانيزمهـاي يـاد شـده در             
تشكيل كريستالهاي كلسيم از اهميت بيشتري برخوردارهستند       

هاي غير طبيعـي در       و اينكه تحت تاثير چه شرايطي اين پديده       
افتند، نياز به بررسيهاي گسترده تر        داخل ديواره رگها اتفاق مي    

رسد ايـن اسـت       و دقيق تري دارد، ولي آنچه مسلم به نظر مي         
كه تجمعـات يـون كلـسيم در ديـواره مـدياي رگ يـك امـر                 
ضروري و اوليه براي شكل گيري كريستالها در داخل ديـواره           

  . شود رگ محسوب مي
اين مطالعه در حـين سـادگي،       بنابراين روش ارايه شده در      

توانايي تشخيص تجمعات كلسيمي  را داراست و ازايـن نظـر            
آميزي اختـصاصي فـوق       بنابراين اجراي رنگ  . استبسيار مهم   

را براي تشخيص رسوبات كلـسيمي در ديـواره رگهـا يـا هـر               
مقطع بافتي ديگر كه احتمال كلسيفيكاسيون در آن وجود دارد،          

  .شود ميتوصيه 
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