
 
 
 
  مقاله پژوهشي      1390فروردين و ارديبهشت،83و82شماره،18دوره پزشكي رازي علوم مجله   

   مقدمه   
گناد ها در طي تكامل جنيني ابتدا به صورت يـك زوج  

طولي كه حاصل تكثيـر اپيتليـوم سـلومي و    ستيغ تناسلي 
. متراكم شدن مزانشيم زيرين آن است، ظاهر مي گردنـد 

ــ كــه از )  PGCs(عــلاوه ســلول هــاي جنســي اوليــهه ب

گيرند در طول شيار اوليـه مهـاجرت    بلاست منشاء مي اپي
در ميان سلول هاي آندودرمي ديـواره كيسـه زرده   ، نموده

هـاي رت    درجنـين . )1(گيرند در مجاورت آلانتوئيس جا مي
در اندودرم ديواره كيسه روز دهم جنيني  در اين سلول ها
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هاي انتهايي گليكوكانژوگيت ها طي گنادوژنز در موش صحرايي قندبررسي تغييرات    
لكتين هيستوشيمياييبه روش  

  چكيده  
از طرفي فرايند هاي تكاملي توسط ميان كنش هاي مولكولي متعددي از جمله . حاصل فرايند هاي پيچيده تكاملي استتشكيل گناد ها : زمينه و هدف

لذا اين مطالعه به منظور بررسي بيان قندهاي . قندهاي انتهايي گليكوكونژوگيت ها ي موجود در سطح سلول ها و ماتريكس خارج سلولي تنظيم مي شود
  .ها و تغييرات آن ها طي گنادژنز در رت انجام شدانتهايي گليكوكونژوگيت 

 16و12،14سـر جنـين رت نـژاد  ويسـتار در روزهـاي       30در اين پژوهشـتعداد . آزمايشگاهي است انجام شد -اين مطالعه كه از نوع توصيفي: كار روش
ميكـرون تهيـه و بـا اسـتفاده از  لكتـين هـاي       5حاملگي در فرمالين فيكس و پس از پاساژ بافتي در پارافين قالب گيري، و برش هـايي بـه ضـخامت    

 Lotus tetragonolobus agglutinin, Maclura pamifera agglutinin(MPA), Arachis hypogaea (peanut)  كه باHRP    كونژوگه شـده بودنـد و
رنـگ   اختصاصي هستند،  L-Fuc(α1→-4)GlcNACو Gal(β1-3)GalNACو DGalNAC D-Gal(β1-3)به ترتيب براي شناسايي قند هاي انتهايي 

در انتها . كور تعيين و نمونه ها رتبه بندي شدند سپس شدت رنگ مقاطع ميكروسكوپي براي هر لكتين در مراحل مختلف جنيني به روش. آميزي شدند 
  .باهم مقايسه گرديدند SPSSاطلاعات به دست آمده با استفاده آزمون آماري  غير پارامتري كروسكال واليس و  نرم افزار 

در حاليكه روز چهاردهم  ماتريكس . واكنشي ملاحظه نگرديد LTAافته ها نشان داد كه  گناد هاي در حال تكامل در روز دوازدهم جنيني با ي :يافته ها
هـاي   در روز شانزدهم جنيني سلول هاي جنسي اوليـه ، مـاتريكس خـارج سـلولي و سـلول       ).p >05/0( خارج سلولي با لكتين مذكور واكنش نشان داد

واكنش تعدادي از سلول هاي اپيتليالي و مزانشيمي گناد در حال تكامل در روز دوازدهم جنيني با  ).p >05/0(واكنش نشان دادند  LTAاپيتليالي با لكتين 
در روز . P<0.05)(چهاردهم ماتريكس خارج سلولي، اپيتليال سطحي با لكتين مذكور واكنش نشان دادند به علاوه در روز. قابل مشاهده بود MPAلكتين 

با گناد هاي در حال تكامل در روز  PNAلكتين  ).p >05/0( .واكنش نشان دادند MPAشانزدهم سلول هاي جنسي اوليه، سلول هاي اپيتليالي با لكتين 
و در روز شـانزدهم  بـا    ).p >05/0( واكـنش نشـان داد   در صورتي كه در روز چهاردهم با سلول هاي جنسي اوليـه دوازدهم هيچگونه واكنشي بروز نداد 

هاي جنسي اوليه ، ماتريكس خارج سلولي و سلول هاي اپيتليوم سطحي واكنش نشان داد،  به طوري كه شدت رنگ نسبت به روز چهاردهم معني  سلول
  ).p >05/0( دار بود

 L-Fucطبق يافته هـاي ايـن پـژوهش مـي تـوان نتيجـه گرفـت كـه بيـان و تغييـرات گليكوكونژوگيـت هـا بـا قنـد هـاي انتهـايي                 :نتيجه گيري

(α1→4)GlcNAC, Gal(β1-3) GalNAC    و D-Gal(β1-3)DGalNAC در طي گنادوژنز تنظيم شده است.  
  

  ها، لكتين،گنادوژنزيس، تكامل، گليكوكونژوگيت: ها كليدواژه
 

11/11/89: تاريخ پذيرش                                                                  5/3/89:تاريخ دريافت  
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در مزانتر خلفي روده يـا در   روز دوازدهم جنيني زرده ودر
، مزانشيم بين روده و ستيغ هاي تناسلي يافت مـي شـوند  

 ـ در ســتيغ PGCSبيشــتر روز سـيزدهم   كــه در طــوريه ب
 PGCSتمام  "تقريبا روز چهاردهم تناسلي قرار دارند و در

كمـي قبـل از رسـيدن    . )2( دنرس به ستيغ هاي تناسلي مي
PGCs  اپيتليـوم  سـتيغ تناسـلي    هـاي تناسـلي   به ستيغ ،

تكثير يافته و به مزانشيم زيرين خود نفوذ مي كنـد و بـه   
هــاي  جنســي اوليــه را بــه وجــود طنــاب PGCsهمــراه 

در ايـن  ستيغ هاي تناسلي اوليـه   كه  طوريه ب ،آورند مي
 در صورتي. مرحله گناد هاي تمايز نيافته ناميده مي شوند

هـا تكامـل   هاي تناسـلي نرسـند گنـاد   به ستيغ PGCsكه 
بـر تكامـل گنـاد هـا و      PGCs ، وجود بنابراين ،يابند نمي

ضـرورت داشـته و    ها به تخمـدان و يـا بيضـه    تبديل آن
  )4،3 (.مي باشندالقائي  اتاثر احتمالا داراي

جملـه تكامـل گنـاد هـا      من ،هاي تكامل جنيني فرايند
سلول و يا  سـلول   اتحت تاثير كنش هاي متقابل سلول ب

 ايـن ميـان  . با ماتريكس خارج سلولي صورت مـي گيـرد  
گـري و   كنش ها توسط مولكول هاي متعـددي ميـانجي  

 ايـن  از جمله مولكول هاي موثر در. )5،6(دنهدايت مي شو
ــد  ــهافراين ــاي س ــت ه ــا و ، گليكوكونژوگي ــلول ه طح س

قنـد هـا ي    در اين ميان، .هستند ماتريكس خارج سلولي
قندي گليكوكانژوگيت هـا در رونـد   زنجيره هاي انتهايي  

كنش  سلول هاي جنيني با محيط خـود   ارتباطات و ميان
سـلول هـا وارد    ، موجب مـي شـود  سزايي داشتهه نقش ب

مراحل پيچيده مورفوژنيك گشته ومسير طبيعي تكامل و 
كنش كربوهيدرات بـا   ميان. )7(ز خود را طي مي كنندتماي

كربوهيدرات به عنوان سيگنال هاي حـين امبريـوژنز يـا    
ــد    ــده ان ــناخته ش ــانوژنز ش ــن  .)8(ارگ ــه اي ــر ب ــه  نظ ك

هـاي سـطح سـلول هـا در فراينـد هـاي        گليكوكانژوگيت
كـنش هـاي    شناسايي، مهاجرت و ميـان  تكاملي از قبيل

و در ايـن راسـتا بخـش     )9،10(سلولي نقش كليـدي دارنـد  
كربوهيدراتي اين تركيبات درطي تمـايزات سـلولي دچـار    

يكي  تكامل گنادها كهاز طرف ديگر   .)11( تغيير مي شوند
از فرايندهاي پيچيده تكاملي محسوب مي شـود، حاصـل   

از  و كنش هاي متعدد سلولي و مولكولي مـي باشـد   ميان
ها  كنش جمله مولكول هايي كه ممكن است در اين ميان

هاي انتهايي گليكوكانژوگيـت هـا    دخالت داشته باشد  قند
هاي در  در گنادگرچه ممكن است در اين راستا ا. باشند مي

هـا شـبيه    ع كربوهيـدرات اوانكامل در هر دو جنس حال ت
تغييرات ايـن تركيبـات   و  توزيع الگوي ظهور،ولي ، دنباش

 در داخل واطراف طناب هـاي اپيتليـالي گنادهـاي اوليـه     
 گنـاد هـا در پسـتانداران    طبيعـي  مستلزم تكامـل وتمـايز  

با اين وجـود پيـدايش، تغييـرات و     . )3(گردد محسوب مي
هـا بـا    احتمالي اين تركيبات و ارتباطـات آن ناپديد شدن 

   .شكل گيري گناد ها كمتر مورد بررسي قرار گرفته است
هاي  يا گليكوپروتئين پروتئين ، ها لكتين از طرفي چون

بـه طـور اختصاصـي بـا     غير ايمونولوژيـك هسـتند كـه    
 هاي انتهايي گيكوگانژوگيت هـا متصـل مـي شـوند،     قند

اين تركيبـات محسـوب    شناساييبراي اي مناسب  وسيله
لذا اين مطالعه بـا هـدف بررسـي تغييـرات       .)12(گردند مي

انتهــايي گليكوكانژوگيــت در ســطح  هــايبرخــي از قنــد
ها و ماتريكس خارج سـلولي در طـي  گنـادژنز رت      سلول

  .با استفاده از روش لكتين هيستوشيميايي انجام شد
        

   روش كار
بـه   آزمايشگاهي است -توصيفياين مطالعه كه از نوع 

منظور  شناسايي قند هـاي انتهـايي در مراحـل مختلـف     
جنيني با استفاده از روش لكتـين هيستوشـيميايي انجـام    

 30(سر رت نژاد ويسـتار   40تعداد  در اين مطالعه از . شد
گرم كـه   250-300با وزن تقريبي ) رت نر 10رت ماده و

 ،تهيه شده بودند از خانه حيوانات دانشكده پزشكي مشهد
اين حيوانـات در شـرايط اسـتاندارد خانـه     . استفاده گرديد

روزانـه دو بـار   (غـذا   ،دسترسي آزادانـه بـه آب   با حيوانات
، دوره تـاريكي  )صبح و عصر توسط پليت تغذيه مي شدند

 8صـبح تـا سـاعت     8از سـاعت  (سـاعته   12و روشنايي 
و درجـه سـانتي گـراد     18-24درجه حـرارت   ،)بعدازظهر

رطوبــت  مناســب نگهــداري و در طــي مراحــل تحقيــق 
 The National Institutes of Health (NIH)دستوالعمل

 Department of Health Education & Welfareو 

(DHEW)
مورد توجـه و اجـرا    براي مراقبت از حيوانات 2 

در قفس هاي  3به  1پس از آداپتاسيون به نسبت . گرديد
مخصوص جفت گيـري قـرار گرفتنـد و بـا تهيـه اسـمير       

 وواژينــال و مشــاهده اســپرم روز صــفر حــاملگي تعيــين 
در  .هاي حامله در قفس هاي جداگانه نگهداري شدند رت

چهاردهم وشـانزدهم رت هـاي حاملـه     روزهاي دوازدهم،
بيهوشي با كلروفرم قرار گرفتند وبا عمـل سـزارين   تحت 

هاي  سپس جنين ها از پرده .جنين ها از رحم خارج گرديد
. جنيني خارج و در سرم فيزيولـوژي شستشـو داده شـدند   
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اسامي و مشخصات لكتين ها-1شمارهجدول  
Carbohydrate binding  specificity abbreviation Lectin 

Gal-( β1→3) GalNAc MPA Maclura pamifera Aagglutinin 
L-fuc(α1→4)GlcNAc LTA Lotus tetragonolobus Aagglutinin 
D-Gal-( β1→3)-D-Gal NAc PNA Arachis hypogaea Agglutinin 

 24 به مـدت  10% دست آمده در فرمالين ه جنين هاي ب
هـا بـه    نمونـه  ،بعد از فيكساسـيون  و ساعت فيكس شدند

توسط الكل اتيليك  شناسي بافت آزمايشگاهروش معمول 
سـاير مراحـل آمـاده     با غلظت هاي افزايشـي آبگيـري و  

پس نمونه هـا در بلـوك هـاي    س .سازي بافتي انجام شد
 5به ضـخامت  عرضي  قالب گيري و برش هاي پارافيني
به منظور يافتن مقاطع بافتي مناسـب و حـاوي    ميكرومتر

 ـ گناد هاي در حـال تكامـل،    ط صـورت سـريال توس ـ  ه ب
  . تهيه گرديد Leitz1512ميكروتوم مدل 

ها،  در هـر مرحلـه جنينـي     براي رنگ آميزي با لكتين
مقطــع  از بــرش هــاي ســريالي  كــه حــاوي  15تعــداد 
بـا روش  هاي گنادي بودند به طور تصافي انتخاب و  بافت

معمول آزمايشگاه بافت شناسي مراحـل آب دهـي انجـام    
هـاي بـافتي    مراحل،  به ترتيب برشبراي انجام اين . شد

% 90،%100(داخل محلول گزيلن و درجات نزولـي الكـل   
بـه  . ودر نهايت آب مقطر قرار داده شدند% )  50و%  70،

 دقيقـه در محلـول   30نمونه ها بـه مـدت   اين ترتيب كه 
بـه  قـرار داده شـدند و سـپس    PBS) ( بافر فسفات نمكي

ــردن  ــي كـ ــور خنثـ ــيداز داخ منظـ ــزيم پراكسـ ــيآنـ  لـ
Endogenous دقيقه در آب اكسيژنه 45 مدت به، لام ها 

. شـدند  تاريكي قـرار داده  شرايطدر   PBSدرمحلول %  1
تايي تقسيم و هر پنج لام به  5سپس لام ها به سه گروه 

 15 نهـايي  غلظتطور جداگانه با  هر يك از لكتين ها با 
در دماي اطـاق   ساعت 2ميكروگرم در ميلي ليتر به مدت 

در ايـن پـژوهش از   . در محيطي مرطـوب انكوبـه شـدند   
-Cat. N. L-5759 (LTA، ) Cat. N. M(هـاي    لكتـين 

3267(MPA  و)Cat. N. L-7759 (PNA    كـه بـاHRP 
 بودند استفاده گرديدتهيه شده نشاندار و از شركت سيگما 

  .)1جدول(
در مرحله بعد براي حذف لكتين هاي اضافي نمونه هـا  

سپس به مـدت   .بافر فسفات سالين شستشو داده شدند با
 DAB دي آمينوبنزديندرصد  03/0دقيقه در محلول 15

(Diaminobenzedin))03/0  ــدين در ــرم دي آمينوبنزي گ

ميكروليتـر در  200(وآب اكسـيژنه  ) PBSميلي ليتـر   100
پـس از آن  . مجـاور شـدند   )DABميلي ليتر محلول 100

رنـگ   ايجـاد  بـراي  وشـو  مقاطع بافتي با آب جاري شست
 5بـه مـدت    ) :5/2pH(زمينه از رنگ آميزي آلسـين بلـو  

مقاطع مورد نظر بـا درجـات افزايشـي    . دقيقه استفاده شد
و سـپس بـر روي   سازي  الكل آبگيري و با گزيلن شفاف

، لازم به ذكر است كه يك لام نمونه. لام چسبانده شدند
نترل كبه عنوان Composite) ( حاوي بافت هاي مختلف

در   در ايـن روش  .با هر لكتين رنـگ آميـزي شـد   مثبت 
بـا قنـد    HRPاتصال لكتين هاي كونژوگه شده بـا  محل 

رنگ قهوه اي ظاهر مـي شـود    ، انتهايي اختصاصي خود
  .)13، 14(است DABبا  HRPكه نتيجه واكنش 

 كـور  نمونه هاي آماده شده توسط سه نفر بـه صـورت  
Blind   با ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار گرفتند و
واكنش براي هر لكتين در مراحل مختلف جنيني با شدت 

 تعيـين گرديـد   2مطابق جـدول    استفاده از طيف ليكرت
واكـنش متوسـط   = +  واكنش ضـعيف   0=عدم واكنش  (

. ++++)و واكنش بسـيار شـديد   +++ واكنش شديد ++  
هر لكتين در مراحـل   سپس اطلاعات به دست آمده براي

 تست آماري كروسكال والـيس مختلف جنيني  با استفاده 
ــد، SPSSو نــرم افــزار  ــاهم مقايســه گرديدن ســپس از  ب

هاي مـورد نظـر توسـط ميكروسـكوپ دوربـين دار       نمونه
Olympus مدلBX51 13(تصوير تهيه گرديد(.  

  
 يافته ها

بررســي مقــاطع ميكروســكوپي مربــوط بــه روز هــاي  
مختلف جنيني نشان داد كـه تكامـل گنـاد هـا در رت از      
روز دهم جنيني به صورت دو ستيغ تناسلي طـولي ظـاهر   

در طي روزهاي دوازدهم تا چهاردهم  PGCSمي گردند و 
جنيني، از ديواره كيسه زرده به سمت ستيغ هاي تناسـلي  

طوريكـه از   ب. جرت مـي نماينـد  زانتر خلفي  مهادر طول م
روزسيزدهم در اپيتليـوم و مزانشـيم گنـاد هـاي در حـال      

  .باشند تكامل قابل ملاحظه مي
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  هاي مختلف جنيني رتبه بندي شدت واكنش سلول ها و نواحي مختلف گناد با لكتين هاي مورد استفاده در اين پژوهش در روز: 2جدول شماره
Mesenchyme Epithelial cells Matrix PGCs  

E16 E14 E12 E16 E14 E12 E16 E14 E12 E16 E14 E12 Day 
lectin 

- - - +++- - +++- + - - LTA 

+ + + +++ + + - + - + - - MPA 

+ - - ++ - -+ - - ++ + - PNA 

به عنوان ) pH=2.5( قرار گرفته و از آلسين بلو LTA فتوميكروگراف هاي مربوط به گناد در حال تكامل رت كه در مجاورت با لكتين : 1شكل
  .رنگ زمينه استفاده شده است

 

 

 

مقطع عرضي گناد در حـال تكامـل     A-1:شكل 
ماتريكس خارج .  روزه رت را نشان مي دهد 12جنين 
كه در تصوير بـا پيكـان مشـخص شـده     ) M( سلولي

واكنش نشـان نـداده اسـت در     LTAاست با لكتين 
صورتيكه هسته سلول ها واكنش ضعيفي را با لكتـين  

 .(Scale bar = 10µm)بروز داده اند مذكور

 

مقطع عرضي گناد در حـال تكامـل     B-1:شكل 
روزه رت مـي باشـد كـه در ايـن مرحلـه از       14جنين 

 (P) ها در گناد ها قابل مشاهده انـد  PGCSتكامل 
مـاتريكس  . واكنش نشان ندادند LTAولي با لكتين 
واكنش ضعيفي را نشان مي دهد و  (M)خارج سلولي

ــواحي مشـــخص از جملـــه اپـــي تليـــوم   ــاير نـ سـ
ــطح ــرين  (SE)يس ــيم زي ــدون  (Mes)و مزانش ب

 .(Scale bar = 10µm)واكنش ديده مي شوند

 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل جنـين  : C-1شكل 
دســته هــاي ســلولي . روزه  را نشــان مــي دهــد 16

PGCS )P( در تصوير مشخص شده اند واكنشـي   كه
ــلولي  ــارج س ــاتريكس خ ــعيف،  م ــي  (M)ض واكنش

در تصـوير فـوق    (SE)متوسط و  اپي تليوم سـطحي 
بصورت يك لايه نازك در سطح گناد واكنش شديدي 

زيــر ناحيــه  (T)بافــت همبنــد . را نشـان مــي دهنــد 
بدون هيچ واكنشي ) تونيكا آلبوژينه (تليوم سطحي اپي

.(Scale bar = 5µm). ديده مي شوند

بر اساس شدت واكـنش ايجـاد شـده در روش لكتـين     
ن هاي مـورد اسـتفاده   و لكتي)  2جدول (هيستوشيميايي 

مشــخص شــد كــه در روز دوازدهــم جنينــي ) 1جــدول (
هاي تناسلي  به صـورت ابتـدايي و سـازمان نيافتـه      ستيغ

، سـلولي كـه   LTAشوند و در واكنش با لكتـين   ديده مي
باشـد در سـتيغ هـاي تناسـلي         PGCSواجد ويژگي هاي
، كـه بـه   )M(مـاتريكس خـارج سـلولي   . مشاهده نگرديـد 

ميزان كمي وجود دارد، بدون واكـنش بـا لكتـين مـذكور     
هسـته سـلول هـايي كـه ظـاهري      . قابل مشاهده بودنـد 

مزانشيمي داشتند و به صورت يكنواخت در گناد پراكنـده  
در . بـروز دادنـد   LTAبودند  واكنش ضـعيفي بـا لكتـين    

ساير نواحي گناد هـاي در حـال تكامـل در ايـن مرحلـه      
  ).  A-1شكل ( حظه اي مشاهده نشدواكنش قابل ملا

در روز چهــاردهم جنينــي در مقايســه بــا روز دوازدهــم 
PGCS )P (  در گناد ها قابل مشاهده بودند و لي با لكتـين
LTA ماتريكس خارج سـلولي . واكنشي نشان ندادند )M (

. P<0.05)( واكـنش ضـعيفي  را نشـان داد   در اين مرحله 
و مزانشـيم  ) SE(ساير نواحي از جمله اپي تليـوم سـطحي  

ــا   ــداد ب ــدون حــدود مشخصــي در امت ــرين آن، كــه ب زي
ــين   ــا لكت ــرار دارد، ب ــاتريكس ق ــروز  LTAم واكنشــي ب

  ). B-1شكل (ندادند
در روز شانزدهم جنيني تغيير ساختار گنـاد بـه وضـوح    

در دسـته هـاي    PGCSي كـه  قابل مشاهده بود به طـور 
ســلولي مــنظم قــرار گرفتــه و واكــنش ضــعيفي در ايــن 

ماتريكس خـارج سـلولي    ).p >05/0(ها ظاهر گرديد سلول
در ناحيه مركزي واكنش متوسطي را نشان دادنـد كـه در   

  ).p >05/0(مقايسه با روز چهاردهم واكـنش شـديدتر بـود   
اپي تليوم سطحي  كه به صورت لايـه نـازكي در سـطح    
گناد قرار قابل مشاهده بود،  واكـنش شـديدي را در ايـن    

 ).p >05/0(نشــان داد LTAمرحلــه از تكامــل بــا لكتــين 
ناحيه زيرين اپي تليوم،  بافت همبندي به صورت متراكم 

واكـنش قابـل    LTAقابل مشـاهده بـود كـه بـا لكتـين      
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به )  pH=2.5( قرار گرفته و از آلسين بلو MPA فتوميكروگراف هاي مربوط به گناد در حال تكامل رت كه در مجاورت با لكتين :  2شكل 
  .عنوان رنگ زمينه استفاده شده است

 

 

 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل جنـين  :  A-2شكل  
روزه رت را نشان مي دهـد كـه در مجـاورت بـا لكتـين       12

MPA  سلول ها ي پراكنده در تصوير در . قرار گرفته است
.  اين مرحله از تكامل واكـنش ضـعيفي را نشـان مـي دهنـد     

در اين مرحلـه از تكامـل در     PGCS  "بعلت اينكه احتمالا
نتيجه  واكنشي در رابطه با ايـن سـلول    گناد وجود ندارند در 

سلول هاي اپي تليوم .  ها با لكتين مذكور مشاهده نمي شود
در ايــن تصــوير بــا واكــنش ضــعيفي قابــل  (SE)ســطحي

 .(Scale bar =25µm)مشاهده هستند

 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل جنـين  : B-2شكل
رت را نشان مي دهـد كـه در مجـاورت بـا      روزه  14

همـانطور كـه در   . قـرار گرفتـه اسـت    MPA لكتين
با لكتين مـذكور   PGCSتصوير ملاحظه مي گردد،  

، (M)ماتريكس خارج سلولي.  واكنش نشان نداده اند
و مزانشيم زيرين آن بصورت ) SE( اپي تليوم سطحي

 .يكنواخت واكنش ضعيفي را بروز دادند

(Scale bar = 25µm). 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل جنين  C-2:شكل 
بصـورت   PGCS.  روزه  رت را نشان مـي دهـد   16

در سـطح ايـن    (P)سلول هاي بزرگي ديده مي شـود 
سلول هـا  واكـنش ضـعيفي ملاحظـه مـي گـردد در       

واكنشي ديده   (M)حاليكه در ماتريكس خارج سلولي
سـاير سـلول هـا در ايـن تصـوير واكـنش       . نمي شود

با  (SE)اپي تليوم سطحي. دهند ضعيفي را نشان مي
ــل مشــاهده   واكــنش نســبتا شــديدي در تصــوير قاب

 .  (Scale bar =25µm)است

  ).   C-1شكل (دملاحظه اي بروز ندا
در ارزيابي مقاطع مربوط بـه  جنـين هـاي دوازده روزه    

 قــرار گرفتــه بــود MPA كــه در مجــاورت بــا لكتــين

زيـرا در ايـن مرحلـه      نبـود مشـهود  "كاملا PGCSحضور
تكاملي،  اين سلول ها به ستيغ هاي تناسلي نرسيده انـد  
و در نتيجه مدركي دال بر واكنش اين سلول ها با لكتين 

ــد  ــاهده نگردي ــذكور مش ــل   . م ــه از تكام ــن مرحل در اي
هايي به صورت پراكنده ديده مي شوند كـه هسـته    سلول

. هنـد نشان مي د MPAآنها واكنش ضعيفي نيز با لكتين 
 "سلول هاي اپي تليوم سطحي ستيغ هـا واكـنش نسـبتا   

  ). A-2شكل ( ضعيفي  با لكتين مذكور نشان دادند
در بررسي گناد ها در روز چهاردهم جنيني، ساختار اين 

سـازمان يافتـه قابـل مشـاهده بـود و در       "ارگان  تقريبـا 
 MPAبررسي واكنش اين ارگان در حال تكامل با لكتين 

با لكتين مذكور واكنش ندادنـد    PGCS  مشخص شد كه
و ماتريكس خارج سلولي در ايـن مرحلـه بـر خـلاف روز     

ــد  ــروز دادن در  )p >05/0(دوازدهــم واكــنش ضــعيفي را ب
صـورتيكه  سـلول هـاي اپـي تليـوم سـطحي ماننــد روز       

هـم چنـين ظهـور    .  دوازدهم واكنش ضعيفي نشان دادند
واكنش در مزانشيم زيرين در اين روز به صورت واكـنش  

ــد در واقــع ســه ناحيــه  ).p >05/0(ضــعيفي شــروع گردي
ماتريكس، اپي تليوم سطحي و مزانشيم زيرين به صورت 

-2شـكل  (واكنش نشان دادنـد يكنواخت با لكتين مذكور 

B.(  
بــراي اولــين بــار در   PGCSدر روز شــانزدهم جنينــي 

مقايسه با روز هـاي دوازده و چهـارده جنينـي بـا لكتـين      
MPA 05/0(واكنش ضعيفي را نشان دادند< p.(   واكـنش

ماتريكس خارج سلولي در مقايسه با روز چهارده كـاهش  
كـنش  اپي تليـوم سـطحي چنـد لايـه وا     ).p >05/0(يافت

شديدي را نشـان دادنـد كـه در مقايسـه بـا روز دوازده و      
 ).p >05/0( چهارده از افزايش چشمگيري بر خـوردار بـود  

ناحيـه اي كـه عمـدتا در    (در اين مرحله مزانشيم زيرين، 
و سـاير  ) تشكيل تونيكـا آلبوژينـه شـركت خواهـد نمـود     

  ). C-2تصوير (ها واكنش ضعيفي بروز دادند سلول
در ارزيابي مقاطع عرضي گناد ها در جنين هاي دوازده 

قـرار گرفتـه انـد،       PNAروزه كه در مجاورت بـا لكتـين   
و ساير سلول هاي گنادي و  PGCsهيچ گونه واكنشي در 

  ). A-3(ماتريكس خارج سلولي مشاهده نگرديد
در بررسي مقاطع مربوط به روز چهاردهم جنيني كه بـا  

بـه صـورت    PGCsه بودند، رنگ آميزي شد PNAلكتين 
تجمعات سلولي قابل مشاهده بودند كه با لكتـين مـذكور   

به طوري كه  )p >05/0(واكنش بسيار ضعيفي نشان دادند
. تنها حدود سلول با اين رنگ آميزي قابل مشاهده اسـت 

هاي ديگر موجود در گنـاد هـا و مـاتريكس خـارج      سلول
  ).B-3(سلولي واكنشي با لكتين مذكور نشان ندادند

در بررســي مقــاطع مربــوط بــه روز شــانزده جنينــي در 
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به عنوان ) pH=2.5(قرار گرفته و از آلسين بلو  PNA فتوميكروگراف هاي مربوط به گناد در حال تكامل رت كه در مجاورت با لكتين :  3شكل 
.رنگ زمينه استفاده شده است

 
 

 

 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل :  A-3شكل 
روزه رت كـه در مجـاورت بـا لكتـين      12جنين 

PNA مانطور كه در تصـوير  قرار گرفته است ه
ملاحظه مي گردد فقـط سـلول هـاي سـطحي     

و ماتريكس خارج سلولي بـا لكتـين    (SE)گناد
  .مذكور واكنش بسيار ضعيفي را نشان دادند

(Scale bar = 25µm). 

مقطع عرضي گناد در حال تكامـل  : B-3شكل 
ــين  ــه   14جن ــد  ك ــي ده ــان م روزه رت را نش
PGCS   ــلولي ديـــده بصـــورت تجمعـــات سـ

و واكنش نسـبتا ضـعيفي در آنهـا     (P)شوند مي
قابل مشاهده است و سـلول هـاي ديگـر گنـاد،     
ــوم ســطحي   ــلولي و اپيتلي ــارج س ــاتريكس خ م

  .واكنشي را  نشان ندادند
(Scale bar = 25µm) . 

مقطع عرضي گناد در حال تكامل جنـين   C-3:شكل
در دسته  PGCS  روزه رت را نشان مي دهد كه  16

بـا لكتـين مـذكور واكنشـي      (P)هاي سلولي مـنظم  
متوسط، ماتريكس خارج سـلولي واكنشـي ضـعيف را    
نشان مي دهند در حاليكه ساير سـلول هـاي گنـادي    

ــد ــروز ندادن ــوم  . واكنشــي ب ــي تلي درســلول هــاي اپ
واكنشي متوسط  و مزانشيم زيرين اپي  (SE)سطحي

  .دتليوم نيز واكنش ضعيفي ديده مي شو
(Scale bar = 25µm). 

در  (M)، ماتريكس خارج سـلولي  PNAواكنش با لكتين 
مقايسه با روز چهـاردهم در ناحيـه خلفـي گنـاد واكـنش      

 در اين مرحلـه تكـاملي   ).p >05/0( بيشتري را نشان داد

PGCs    در دسته هاي سلولي منظم قرار گرفته اند كـه بـا
و  )p >05/0(لكتين مذكور واكنش متوسطي را نشان دادند

اپي تليوم سطحي گناد كه به صورت چنـد لايـه سـلولي    
مشخص شده اند واكنش متوسـطي را نشـان دادنـد كـه      

نـي  نسبت به روز هاي دوازدهم و چهـاردهم افـزايش مع  
در مزانشيم زيرين اپي تليوم  ).p >05/0(داري را نشان داد

سايرسـلول هـاي   . واكنشي ضـعيفي قابـل مشـاهده بـود    
گنادي كه به صورت پراكنده در گنـاد هـا وجـود داشـتند     

  ). C-3در شكل (واكنشي را نشان ندادند 
  

   بحث و نتيجه گيري
 ـ ،استتكاملي مراحل پيچيده حاصل گنادها  تشكيل ه ب

كه ابتدا گنادها به صورت يك زوج ستيغ تناسـلي   طوري
و متـراكم شـدن    سـلومي  تكثير اپيتليوم كه حاصلطولي 

ــرين  ــشــكل مــي گيرآن اســت مزانشــيم زي ســپس . دن
بـا منشـا اپـي بلاسـتي، از      PGCsهاي جنسي اوليه سلول

بـه سـمت   ديواره كيسـه زرده و از طريـق مزانتـر پشـتي     
و وارد آن مـي شـوند و   نموده تناسلي مهاجرت  هاي ستيغ

را بـه تخمـدان و بيضـه القـاء مـي       ي اوليـه تمايز گنادها
عــلاوه بــراين كــه  ســلول هــاي جنســي اوليــه. )1(كننــد

اطلاعات ژنتيكي را از يك نسـل بـه نسـل بعـد منتقـل      

 ـ  نمايند، در تكامل و تمايز گناد هـا   مي ه نقـش منحصـر ب
توسط  يتكامل هاي فراينداز طرف ديگر،  .)15(ي دارندفرد
جمله قندهاي انتهايي از مولكولي متعدد  كنش هاي ميان

ها و گليكوپروتئين هـا موجـود در سـطح     گليكوكونژوگيت
در . گـردد و ماتريكس خارج سلولي تنظيم مـي   ها سلول

، سـلولي  براي بروز به موقع تمـايزات پيچيـده  اين راستا، 
ها  با يكديگر و با ماتريكس خارج  هاي سلول كنش ميان

، برخي از مولكول هاي شيميايي در مراحل خـاص  سلولي
تكاملي ظاهر شده، سـپس تغييـر مـي نماينـد و احتمـالا      

عدم توازن كـنش هـاي   به طوري كه . )16(شوند ناپديد مي
در  مـاتريكس خـارج سـلولي   ل و يا سلول بـا  سلو -سلول

موجب ايجـاد حالـت هـاي    يك نمراحل مختلف مورفولوژ
 پاتوژنيك و نقايص مادر زادي شـده و يـا بـروز عـوارض    

ــك  ــه پاتولوژي ــرات   وب ــاد تغيي ــژه ايج ــي يك تنئوپلاس
تمايز گناد ها در پستانداران مسـتلزم   تكامل و .)17(شود مي

ها و گليكوپروتئين ها در  در نوع و توزيع پروتئين يتغييرات
لوله هاي سمينفر (ها داخل واطراف طنابهاي اپيتليالي گناد

به طـوري   است)ينده در بيضه و فوليكول ها در تخمدانآ
توزيع فراوان ومشابه كربوهيدرات هـا در گنـاد هـاي    كه 

هـا را تأييـد    عدم تمايز جنسـي آن  ،اوليه در هر دو جنس
هـا   كربوهيدرات هـا بـا تمـايز در گنـاد      تغييرات .مي كند

كه مي تواند مويد نقش كليـدي ايـن    ظهور پيدا مي كند
مطالعـات  نتـايج  . )17، 18(تركيبات در تمايز گنـاد هـا باشـد   

حضـور و ناپديـد شـدن     در زمينـه پيـدايش،  كه متعددي 
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هاي انتهايي طي تكامل جنيني و اهميت حضور ايـن   قند
هر يـك   نشان مي دهد كه رفته استمولكول ها انجام گ

الگـوي   ،خـود  از ارگان هـا در مراحـل مختلـف تكـاملي    
و  نـوع قنـد هـاي انتهـايي     ،اي از نظر زمـان ظهـور   ويژه

در بيضـه هـاي در   . دن ـنشان مـي ده تغييرات آن از خود 
حال تكامل در جنين هاي رت يك الگوي تكاملي آشكار 
ــرتولي و      ــاي س ــلول ه ــديگ و س ــاي لي ــلول ه در س

گيـري   مانند سـلول هـاي در حـال شـكل    (اسپرماتوژنيك
تمـايز اپيديـديم بـا     هم چنين .يافت شده است) آكروزوم

افزايش باند شوندگي با لكتـين در ناحيـه راسـي گلـژي،     
قبـل از  (لولـه اي   داخلو ترشحات  سلول ها سطح راسي
نتايج تحقيقاتي كه با . )19(ه استمشخص شد)ورود اسپرم

اي نشاندار با مواد فلوروسنت در بيضه استفاده از لكتين ه
بيضـه رت غنـي    دهد  كـه  رت انجام شده است نشان مي

ازگليكوكونژوگيت هاي متنوع  است كـه تغييـردر توزيـع    
 .)20(تكامل واضح است ها در طي آن

با توجه به اين كه تكامل گنـاد هـا در رت از روز دهـم    
جنيني به صـورت دو سـتيغ تناسـلي ظـاهر مـي شـود و       

از روز دوازدهم از ديواره  (PGCS)هاي جنسي اوليه  لسلو
كيسه زرده به طرف ستيغ هاي گنادي شروع به مهاجرت 

ــوز     ــم هن ــالا در روز دوازده ــد، احتم ــي نماين   PGCSم
نتـايج حاصـل از     .درگنادهاي در حال تكامل وجود ندارد

اين پژوهش نيز مويد اين موضوع بوده به طـوري كـه در   
اين روز در بررسي مقـاطع ميكروسـكوپي هـيچ كـدام از     

با سـلولي كـه واجـد     PNAو   LTA, MPAلكتين هاي 
  .باشد واكنشي مشاهده نگرديد PGCSويژگي هاي 

ــه  ــاي جنســي اولي ــلول ه ــيش ترس در روز (PGCS) ب
همه آن ها در روز چهاردهم بـه   سيزدهم جنيني، و تقريبا

نتـايج حاصـل از پـژوهش     .ستيغ هاي گنادي مي رسـند 
بـا    PGCSحاضر نشان داد كه در روز چهـاردهم جنينـي   

 در حـالي  واكنشي را نشان  ندادنـد  MPA و LTAلكتين 
كـه بـه صـورت گـروه هـاي       PGCS با PNAلكتين  كه

. سلولي ديده مي شوند واكنش نسبتا ضعيفي را بروز دادند
و واكـنش   MPAو  LTAعدم واكنش اين سلول هـا بـا   

كه در واقع به ترتيب نشـان دهنـده    PNAضعيف آنها با 
ــان  ــدم بيـ ــدعـ -D-Galو  L-fuc(α1→4)GlcNAcقنـ

(β1→3)-D-Gal NAc  بيـان  و Gal-(β1→3) alNAc 
واند مويد بيان تنظيم شـده ايـن قنـدها از    مي باشد مي ت

  PGCSبه علاوه واكنش لكتين ها بـا   . نظر تكاملي باشد
  PGCSوابسته به جنس بوده و بيان قنـدهاي انتهـايي در   

در ادامه روند تكاملي گناد هـا   ). 21( دو جنس متفاوت است
به ستيغ هاي گنادي و   PGCSاندكي قبل و يا با رسيدن 

ها   القاي تشكيل طناب هاي جنسي اوليه، نقش اين سلول
اين طناب ها كه . گردد تر مي در تكامل گناد ها  مشخص

حاصل تزايد سلول هاي اپيتليال بـه مزانشـيم زيـرين آن    
است در هر دو جنس مونث و مذكر رخ مي دهد و افتراق 

در مقـاطع   دو جنس از يكديگر در اين مرحلـه از تكامـل  
ــن اســت  ــر ممك ــكوپي غي ــكيل  )15( ميكروس ــاي تش الق

هاي جنسي اوليه مستلزم بيان مولكول هـاي ويـژه    طناب
در اين راستا نتايج حاصل از اين . هاستPGCS در سطح 

در  PGCSپژوهش نشان داد كه در روز شـانزدهم جنينـي   
دسته هاي سلولي منظم قـرار گرفتـه و بـا لكتـين هـاي      

LTA  وMPA ضعيفي را نشان دادند و با لكتـين   واكنش
PNA    ــن ــه اي ــاختند ك ــاهر س ــديدتري را ظ ــنش ش واك

مشاهدات مي تواند تاكيدي  برنقش قنـد هـاي انتهـايي                      
L-fuc(α1-4)GlcNAc ،D-Gal-(β1→3)-D-GalNAc  

در تشكيل طناب هاي جنسي  Gal-(β1→3) GalNAc و
در ادامـه فراينـد   . اوليه و درنتيجه تكامل گنـاد هـا باشـد   

تكامل در جنين هايي كه از نظـر جنسـيت مـذكر باشـند      
PGCS)  حاوي تركيب كروموزومي(XY هاي  تزايد طناب

جنسي اوليه ادامـه داشـته و طنـاب هـاي مـدولاري يـا       
ين هـايي  در حالي كه در جن. دهند اي را تشكيل مي بيضه

حاوي تركيـب   (PGCSكه از نظر جنسيت مونث هستند  
تزايــد طنــاب هــاي جنســي اوليــه بــه  )XXكرومــوزومي

هـاي سـلولي نـامنظمي در ناحيـه مـدولا تفكيـك        دسته
هاي ل شوند كه بعدا از بين مي روند و با ادامه تزايد سلو مي

سطحي در گنادهاي مونث،  طناب هـاي جنسـي ثانويـه    
(Cortical) را تشــكيل  زيــر اپــي تليــوم ســطحي    در

بررسي مقـاطع   با توجه به اين روند تكاملي، .  )1(دهند مي
نشـان    ي جنين هاي شانزده روزهميكروسكوپي  گناد ها

توده هاي سلولي در كه به صورت  PGCSبرخي از داد كه 
طنـاب   و بـه صـورت   قرار داشـتند   ي  گناد ناحيه مدولا

ش نسـبتا شـديدي را بـا    سلولي آرايش يافته بودنـد واكـن  
ايـن تـوده هـاي سـلولي بـا       .نشـان دادنـد   MPAلكتين 
واكنش ضعيفي را نشان دادنـد   PNAو  LTAهاي  لكتين

هـاي   كه اين مي تواند به دليـل لـزوم ايفـاي نقـش قنـد     
  . انتهايي خاص در مراحل متفاوت تمايزات جنيني باشد

تعداد لايه هاي سلولي اپيتليوم سطحي گنادهاي اوليـه  
كه در تشـكيل سـتيغ هـاي تناسـلي و سـپس در شـكل       
گيري وتمايز طناب هاي جنسـي اوليـه وثانويـه شـركت     
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كند در حين تكامـل جنينـي در دو جـنس نـر و مـاده       مي
متفاوت است به طوري كه در جنس نر معمولا به صورت 

شركت آن در تشـكيل   يك لايه و در جنس ماده به علت
طناب هاي جنسي ثانويه به صورت چند لايه ديـده مـي   
شود كه از اين ويژگي مي توان در تشـخيص نـوع گنـاد    

 )15(در اين مرحله از تكامل جنيني استفاده نمود) جنسيت(
علت تعداد متفاوت  لايه هاي سلولي اپيتليوم  و هم چنين

ن سطحي را درنمونه هاي مختلف پـژوهش حاضـر تبيـي   
از طرف ديگر واكنش متفـاوت ايـن سـلول هـا بـا      . نمود

هاي مختلف در مراحل تكـاملي مـورد بررسـي بـه      لكتين
ويژه واكنش قابل ملاحظه آن ها در روز شانزدهم جنيني 

دهد كه بيان مولكـول هـاي قنـدي از نظـر      نيز نشان مي
  .  تكاملي تنظيم شده است

 بر اساس يافته هاي ايـن پـژوهش مـي تـوان نتيجـه     
گرفت كه الگوي بيان و تغييرات گليكوكونژوگيت هـا بـا   

-L-Fuc (α1→4)GlcNAC, Gal(β1 قند هاي انتهـايي 

3)GalNAC وD-Gal(β1-3)DGalNAC  در طــــــــي
گنادوژنز تنظيم شده است و تعيين ايـن الگـو مـي توانـد     

مطالعات آينده و مقايسه آن با حالـت هـاي    اي براي پايه
   .پاتولوژيك و تراتولوژيك باشد

  
  تشكر وتقدير

پژوهش حاضر حاصل بخشي از نتايج طـرح تحقيقـاتي   
ــماره  ــورخ   88/ 302665شـ ــوب  26/10/1388مـ مصـ

معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي مشهد اسـت كـه   
به اين وسيله از آن معاونت محترم و هم چنـين خـدمات   
تكنيكي سركار خانم متجدد در آزمايشگاه تحقيقاتي گروه 

بيولوژي سلولي دانشكده پزشكي مشهد  علوم تشريحي و
  .تشكر و تقدير مي گردد
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Abstract 
 Introduction: Introduction: Gonadogenesis is a complex developmental process which is regulated by 
molecular interactions such as cell surface and extracellular matrix (ECM) Glycoconjugates terminal 
sugars. The aim of this study was to determine Glycoconjugates terminal sugars expressions and changes 
during  Gonadogenesis in Rat using Lectin histochemical technique.  
Methods: To determine of glycoconjugate terminal sugers by Lectin histochemistry method,  thirty Wistar 
Rat embryos at different stages from days 12 to 16 of gestation were fixed in formalin, embedded in 
paraffin and cut in to 5µm thickness sections serially. The sections were incubated with different HRP- 
lectins from Lotus tetragonolobus (LTA), Maclura pomifera(MPA) and Arachis hypogaea or Peanut 
(PNA), that are specific for terminal sugars L-Fuc (α2-4)GlcNAc, Gal(β1-3)GalNAc and  D-Gal(β1-
3)DGalNAc respectively. On the basis of colorimetery data that was determined by blind’s method, 
sections were graded and SPSS statistic soft ware and kruscal Wallis tests were used for comparing 
different embryonic stages. 
Results: Our finding showed that LTA did not react with developing gonads at gestational day 12(E12). 
LTA reactivity was found in extracellular matrix (ECM) of developing gonads from E14 through E16 
(P<0.05) and PGCS as well as surface epithelium at E16 (P<0.05). Surface epithelium were reacted with 
MPA from E12 to E14 and increased LTA reactivity at E16 (P<0.05). ECM was reacted with MPA at E14 and 
diminished at E16 (P<0.05). LTA reactivity was found in PGCS at E16. PNA did not react with developing 
gonads at gestational day 12(E12) but its reaction was started with PGCS from E14 and increased to E16 
(P<0.05). In addition, PNA reactivity was started with ECM and surface epithelium from E14 and increased 
at E16 significantly (P<0.05).    
Conclusion: According to our result, it is concluded that the expression and changes of glycoconjugates 
with terminal sugars L-Fuc (α2-4) GlcNAC, and D-Gal (β1-3) DGalNAC are regulated developmentally 
during rat gonadogenesis. 
 
Keywords: Gonadogenesis, Development, Glycoconjugates, Lectin, L-Fucos, N-Accetyle Galactose. 
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