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1389اسفند :تاریخ پذیرش1389آذر :  تاریخ دریافت
چکیده

اجزاي اصلی که در . ترتیب و آرایش مولکولهاي پروتئینی آن داردانسجام ساختار یک بافت جانوري بستگی زیادي به نظم و
شناسی باید باشند که در مطالعات بافتها  و پروتئینهاي گلبولی میها، گلیکوپروتئینیپوپروتئینل:ساختمان بافت شرکت دارند شامل
خوشبختانه اکثر فیکساتیوها شکل و مکان قرارگیري پروتئینهاي پلی نوکلئوتیدي و مواد موکوسی . توسط مواد پایدارکننده فیکس شوند

هاي رایج به راحتی در برشهاي انجمادي با سرعت بسیار بیشتري بعلاوه رنگ آمیزيبسیاري از روشهاي ایمونولیبلینگ. کنندرا حفظ می
آنتی - بنابراین واکنش آنتی ژن. گردندضمن اینکه این روش باعت وارد آمدن کمترین آسیب به مناطق آنتی زنیک می.  باشندقابل اجرا می

توانند به تنهایی نمیهاي انجمادي معمولاٌبا این وجود  برش. شودانجام میبادي هنگام ایمونو لیبل کردن پروتئینها در حداکثر میزان خود 
بنابراین باید به روشی دست . هاي تحقیقاتی مناسب باشدساختمان بافت را به حدي حفظ کنند که براي استفاده در تشخیص یا فعالیت

استفاده از یک فیکساتیو شیمیایی قبل یا بعد از . ار باشدکیفیت لیبلینگ خوبی نیز برخورداز بافت یافت که علاوه بر حفظ کیفیت
با این حال گزارشات کمی در خصوص . باشدانجام برش انجمادي اولین انتخاب براي افزایش کیفیت بافت به منظور ایمونولیبلینگ می

هدف این .  انجمادي وجود داردبندي شده مزایا و معایب مواد شیمیایی مختلف در نگهداري و حفظ برشهاي تجزیه و تحلیل طبقه
ن، فرمالین و پارا وستاپایدار کننده شیمیایی  یعنی سه نوع ماده.هاي انجمادي استهاي رایج، بر برشپایدار کنندهن اثریتعیمطالعه 

ن، بدون وزیابی استهاي مورد استفاده براي ارنمونه. مورد ارزیابی قرار گرفتندهاي انجمادي کبد ان بر برشفرمالدئید براي تاثیرش
48فرمالدئید پس از هاي پایدار شده با فرمالین و پارابافت. پایدار شدنداستوندقیقه با 10سپس به مدت . گیري شدندپایدارسازي برش

ه و با میکروسکپ نوري مورد مطالعه قراررنگ آمیزي شدهماتوکسیلین و ائوزینبا قرار گرفته،گیري انجمادي ساعت، مورد برش
اختلاف کیفیت رنگ آمیزي،  در مجموعهاي  پایدار شده در پارافرمالدئید از نظر حفظ کیفیت ساختاري بافت و نتایج بافت.گرفتند

هاي،در میان انواع پایدارکنندههاي انجمادي پایدارسازي برشبراي .بوداستونبهتر از فرمالین و ) P≤005(داري وجود دارد معنی
.باشدپ نوري میودر سطح میکروسکو در رنگ آمیزي هماتوکسیلین و ائورین ،استونبهتر از فرمالین یا نتخابی اپارافرمالدئید 

هاي انجماديبرش، استونپارافرمالدئید، آمیزي، فرمالین، رنگ:کلمات کلیدي
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مقدمه
هاي جانوري بیشتر تحت تاثیر ساختارهاي ساختمان بافت

عوامل اصلی شرکت . )7(گیرندکل میپروتئینی موجود در آن ش
ها که از ترکیبات کننده در ساختمان سلولی مانند لیپوپروتئین

براي .)4(باشدهاي غشادار میو ارگانلاصلی غشاي پلاسمایی
شناسی و پاتولوژي باید این ترکیبات، توسط مطالعات بافت

نه خوشبختا.)5(، پایدار شوندمواد پایدار کنندهیا فیکساتیو
هاي نامحلول، پلی بیشتر مواد پایدارکننده، شکل و مکان پروتئین

ند چهر .)12(نمایندنوکلئوتیدها و مواد موکوئیدي را حفظ می
از مواد سلولی را بهتر پایدار برخی،بعضی مواد پایدارکننده

هاي انجمادي براي مقایسه هاي اخیر، برشدر دهه. )2(کنندمی
هاي آمیزيوري بافت، رنگآسازي، فرهاي مختلف پایدارروش

. )15(رایج و ایمونولیبلینگ، بسیار مورد استفاده قرار گرفته است
جوییانجماد، نه تنها در وقت صرفهتوسطگیري روش برش

باعث ایجاد حداقل آسیب به نواحی آنتی بلکه)17(نماید می
آنتی -هاي آنتی ژنو در نتیجه واکنش)16(گرددژنیک می

در حداکثر میزان خود ها هنگام ایمونولیبل کردن پروتئیناديب
ها را توان بافتنمی،با این حال، در این روش. )8(گیردانجام می

. )14(محافظت نمود،براي مدت طولانی از معرض تخریب
استفاده از یک پایدار کننده شیمیایی قبل یا بعد از انجام برش، 

،با این وجود.)6(مفید باشدلدر جهت رفع این مشکتواند می
گزارشات کمی در این خصوص وجود دارد و مزایا و معایب مواد 

هاي انجمادي، کمتر پایدار کننده شیمیایی را درخصوص برش
این مطالعه بررسی تاثیر از هدف .اندتجزیه و تحلیل نموده

براي .هاي انجمادي استهاي انتخابی بر برشپایدارکننده
مواد یکی از اثرات ابتدا ، تحقیقدر این ین هدف، رسیدن به ا

پایدار ادهمو سپس دو استونمانند العملو سریعساده ارگانیک
هاي انجماديبر برشدیگر یعنی فرمالین و پارافرمالدئید کننده 

. گیرندمورد ارزیابی قرار می،کبدبافت

ها روشمواد و
شیمیایی  کننده مواد پایدارنوع ماده سه، تحقیقدر این 

10و فرمالین باشدکه یک پایدار کننده سریع میاستونیعنی 
.مورد استفاده قرار گرفتنددیدئفرمالپاراو درصد بافر شده 

برداري از  بافت کبد خرگوش نژاد داچ، خریداري شده از نمونه
پس از کشتن حیوان با دز بالاي . انستیتو پاستور انجام گرفت

میلیمتر 1در 1هاي در اندازهکبد جدا گردید و داروي نسدونال،

سی از هر سی50سانتیمتر تقسیم و در ظروف حاوي 5/0با قطر 
. ، قرار داده شدنداستون، غیر از ذکر شدهمواد پایدار کنندهکدام 
بدون پایدارسازي ،استونهاي مورد استفاده براي ارزیابی نمونه

به مدت ها،برشسپس.ندگیري شدمیکرون، برش5به ضخامت 
ي هاساعت، بافت48پس از .پایدار شدنداستوندقیقه با 10

گیري برشمورد ،فرمالین و پارافرمالدئیددرقرار داده شده
، 5/0براساس جدول کوهن و ضریب اثر . قرار گرفتندانجمادي

حداقل حجم =05/0αدرصد وBeta(90-1(توان آزمون 
. گردیدمشخصهر ماده پایدارکنندهبرش براي 36نمونه 

پایدارموادام از شده با هر کدپایدارگیري از بافت کبد برش
نوع . میکرون صورت پذیرفت5هاي ضخامتبا،ذکر شدهکننده

هر برش روي لام مربوطه بوسیله قلم الماس مواد پایدارکننده
پس از . ندآمیزي شدرنگH&Eروش با ها برش. شدنوشته 

، تمام مشخصات نوشته شده روي مونته کردنآمیزي و رنگانجام
ندپوشانده شدبا برچسبی قبل از مطالعه، اسلایدهاي آماده شده  

مطالعه اسلایدها، براساس . تا مطالعه بصورت کور انجام پذیرد
کل، آرایش و شهاي کبدي، کیفیت حفظ ساختار کلی لبول

ها یري هپاتوسیتپذها، همینطور کیفیت رنگانسجام هپاتوسیت
پذیري هسته، کروماتین و هستک و کیفیت رنگاز جمله 

سیتوپلاسم و نیز کنتراست بین هسته و سیتوپلاسم و اجزاي
امتیازدهی براساس . انجام گرفتدهنده قطعه باب، تشکیل

ها به صورت گرفت و سپس داده"++++"تا "+"متغیرهاي فوق از
و Kruskal-Wallisوش ، به ر13نسخه SPSSفزار اکمک نرم

.، مورد ارزیابی قرار گرفتندMann-Withneyتست تکمیلی 

نتایج
موادشده با پایدارهاي کبد پی بافتومطالعه میکروسکنتیجه 

:به شرح زیر بودکنندهپایدارمختلف 
فرمالین
داراي سازمان و معماري مادهشده با این پایدارهايبافت

کلی لبولهاي کبدي بطور طبیعی ساختار و طبیعی بافت کبدي 
یعنی سیاهرگ مرکز لبولی در بخش میانی لبول . قابل رویت بود

. و صفحات ریماك بصورت شعاعی در اطراف آن قرار داشتند
ها هستهو مناسب بوده ها نسبتاٌپذیري هپاتوسیتکیفیت رنگ

سیتوپلاسم آنها بصورت بصورت بازوفیلیک و یوکروماتیک و 
طور شکل، آرایش و انسجام همین.شدمشاهدهائوزینوفیلیک 
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یعنی اندازه، شکل و ارتباط سلولها با هم بصورت هاهپاتوسیت
بود و هاي طبیعی در اندازهسینوزوئیدها . ، حفظ شده بودطبیعی

هاي هتروکروماتین قابل ها با هستهآنهاي کوپفر در حاشیهسلول
قبیل مجراي ازدهنده قطعه باباجزاي تشکیلنیزوشناسایی 

،پذیري مناسبصفراوي، سرخرگچه و سیاهرگچه باب با رنگ
.واضح و قابل تشخیص بودنددهنده آنها کاملاٌهاي تشکیلسلول

پذیري هسته، کروماتین و هستک و نیز کنتراست کیفیت رنگ
گرچه نامطلوب بود ولی کنتراست ابین هسته و سیتوپلاسم

بل تشخیص برآورد گردید  واضح و قاتا حديهسته و سیتوپلاسم
).1شکل(

استون
گرچه داراي اهاي پایدار شده با این ماده پایدار کننده، بافت

ساختار کلی سازمان و معماري طبیعی بافت کبدي بودند و 

لبولهاي کبدي در آنها قابل رویت بود، ولی شکل، آرایش و 
ه در هاي پایدار شدها مانند آنچه که در نمونهانسجام هپاتوسیت

فرمالین وجود داشت، بخوبی حفظ نشده بود و بصورت چروکیده 
هسته بعضی از . شدندو گاهی بدون اتصال به یکدیگر دیده می

دادند و پیکنوز در می از شروع نکروز نشان میئها علاهپاتوسیت
ها پذیري هپاتوسیتکیفیت رنگ. تعدادي از آنها مشهود بود

وفیلیک و یوکروماتیک و ها بصورت بازمطلوب بود و هسته
کنتراست . شدندسیتوپلاسم آنها بصورت ائوزینوفیلیک دیده می

با . واضح و قابل تشخیص بودبین هسته و سیتوپلاسم نسبتاٌ
. رسیدندها، سینوزوئیدها متسع به نظر میچروکیدگی هپاتوسیت

هاي هتروکروماتین و ها با هستههاي کوپفر در حاشیه آنسلولولی 
).2شکل(ر قابل شناسایی بودند دازاویه

هاهپاتوسیت،استونبافت کبدي پایدار شده با :2شکل(40x)شده با فرمالینپایدارها در بافتنماي هپاتوسیت:1شکل
.                     باشدین مییحفظ ساختاري بافت، پاچروکیده شده و کیفیت 

(10x)
پارافرمالدئید

، از نظر کلی بسیار شبیه به مادهشده با این پایدارهاي بافت
سازمان و معماري طبیعی . شده با فرمالین بودندپایدارهاي بافت
بدي بطور طبیعی هاي کساختار کلی لبولبوده و ، طبیعیبافت

بسیار مطلوبها پذیري هپاتوسیتکیفیت رنگ. بودحفظ شده
ها بصورت بازوفیلیک و یوکروماتیک مشاهده و هستهیعنی. بود

. شدنددیده میو شفافسیتوپلاسم آنها بصورت ائوزینوفیلیک
ها کمی چروکیده شده ولی در مجموع بطور پیوسته هپاتوسیت

پذیري هسته، کروماتین و یفیت رنگک.بهم قرار گرفته بودند
هستک و نیز کنتراست بین هسته و سیتوپلاسم واضح و قابل 

هاي طبیعی سینوزوئیدها بطور نسبی در اندازه. بودتشخیص 
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داشت،ها وجود لی چروکیدگی کمی که در هپاتوسیتوندبود
هاي کوپفر در سلول.ده بودشباعث متسع به نظر رسیدن آنها 

هتروکروماتین قابل دار وزاویههايبا هستهیدهاسینوزوئحاشیه
واضح و قابل کاملاٌ،دهنده قطعه باباجزاي تشکیلنیزو رویت

).3شکل(تشخیص بودند 

و Kruskal-Wallisهاي آماري به روش تجزیه و تحلیل
نشان داد که بافتهاي  پایدار Mann-Withneyتست تکمیلی 

باظ کیفیت ساختاري بافت شده در پارافرمالدئید از نظر حف
و(P<0.05)داري وجود دارد اختلاف معنیآمیزي، کیفیت رنگ

.باشدمیاستوندر مجموع،  بهتر از فرمالین و 

(20x)استمشاهده قابل اطراف آن قطعه باب و هپاتوسیتهاکهمواد پارافرمالدئیدشده با پایدارکبد :3شکل

بحث
عنوان یک روش بهاي انجمادي هاي استفاده از برشطی دهه

هاي ویژه در زمینهبترجیحی براي مطالعات بافتی 
. )13(ایمونوآنزیماتیک و ایمونوفلئورسنت پذیرفته شده است

بطور کلی باور بر این است که انجماد بهترین روش براي حفاظت 
چه براي حفظ اگر. )9(باشدهاي آنتی ژنیکی میاز مشخصه

بنابراین استفاده از . باشد، مناسب و کافی نمیساختار کلی بافت
براي حفظ و نگهداري ساختمان مواد پایدار کننده شیمیایی

پارافرمالدئید و .باشدهاي انجمادي، ضروري میبافت در برش
فرمالدئید مواد پایدار کننده آلدئیدي بوده و باعث ایجاد اتصالات 

هاي سلولی مولکولی پروتئینمتقاطع درون مولکولی و بین
که خود باعث بوجود آمدن هتروپلیمرهاي غیرقابل گردد می

پایدارسازي نشان داد کهتحقیقاین . )11(شودتر میانعطاف
استونو بر فرمالدئید،پارافرمالدئیدهاي انجمادي توسطبرش

هاي کمتر در خالصیداشتن نابدلیلتواند که میارجحیت دارد
، یک منعقدکننده ارگانیک ، مانند اتانول و متانولاستون.آن باشد

که آب را در مواد پروتئینی هیدرولیز کرده و باعث استساده 

هاي پروتئین. )10(گرددها میتخریب مولکولی این پروتئین
. شوندها تخریب میمحلول در سیتوپلاسم منعقد شده و ارگانل

ولی ترکیبات حاوي ها را از بافت خارج کرده، چربیاستون
به تنهایی استون. )1(مانندکربوهیدرات دست نخورده باقی می

طور که نهاي سلولی و هماها و گسترشبراي پایدارسازي فیلم
. )3(رودهاي انجمادي پایدار نشده بکار میگفته شد، براي برش
گیري شده وبا پارافین قالبکه بایدییهااین ماده براي  بافت

PCRزیرا باعث چروکیدگی چشمگیر و . باشدمناسب نمی،دونش
هاي این حالت در بافت. )18(گرددسفتی بیش از حد بافت می

.نیز مشاهده شدتحقیقدر این استونپایدار شده با 
مشخصی بر تاثیراتتواندمیاستونپایدارسازي با 

هاي پروتئینی سطحی سلول و عناصر اصلی اسکلت مولکول
،هاگزارش شده است که ساختار میکروتوبول. باشدداشتهسلولی 

. گرددبطور ضعیف حفظ می،استونهاي پایدار شده با در سلول
. نمایدپارافرمالدئید یکپارچگی و شکل بافت را حفظ می



1390، بهار 1سال سوم،  شماره پژوهشی محیط زیست جانوري               –فصلنامه علمی 

٧٣

و غشاهاي پلاسمایی را حفظ همچنین آکروزوم اسپرم
، توناسهاي پایدار شده با در حالیکه این موارد در بافت. کندمی

در نتیجه این مطالعه مشخص شد .)19(باشدغیرقابل قبول می
هاي انجمادي با پارافرمالدئید بهتر از که پایدار سازي برش

آمیزي هماتوکسیلین و ائورین در سطح در رنگاستونفرمالین یا 
در نهایت درخصوص نوع پایدار . باشدمیکروسکپ نوري می

در میان نوان اولین انتخاب تواند بعکننده، پارافرمالدئید می
یا فرمالین چه از نظر حفظ استونمانندهایی پایدارکننده

از طرف . آمیزي محسوب گرددساختمان بافت و چه از نظر رنگ
نباید در ،حدپذیري بیش ازآمیزي یا رنگدیگر تقویت اثر رنگ

یا مثبت هاي اشتباهبافت وجود داشته باشد که باعث ایجاد جواب
هنگام پایدار بافتیترکیبات در انواعتغییربعلاوه . گرددکاذب

که آیا این اتفاقات در اثر انجام آزمایشات در این سئوال را سازي، 
یا استفاده از مواد پایدارکننده دهدرخ میشرایط غیریکسان 

در این خصوص شود نیاز به مطالعات بیشتر میمختلف باعث آن 
.باشدمی

تشکر و قدردانی
ینوسیله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد ابهر که هزینه این بد
.گرددمیتشکر و قدردانی است،هرا تامین نمودتحقیق
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