
 

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 8, Autumn 2010 & Winter 2011, Pages: 179-189 

Original Article 

Assessment of  Glycoconjugates Terminal Sugars expression during Rat 

Skin Morphogenesis  

Mohammadzadeh E., M.Sc., Ebrahimzadeh bideskan A.R., Ph.D.*, 
Nikravesh M.R., Ph.D., Jalali M., Ph.D., Nikmard F., M.Sc., Fazel A.R., Ph.D. 

*P.O.Box: 91735588 , Anatomy Department, School of Medicine, Mashhad University of Medical 
Sciences, Mashhad, Iran 

Abstract 

Purpose: This study was conducted in order to determine distributions and changes of 

glycoconjugates terminal sugars during skin morphogenesis. 
Materials and Methods: using lectin histochemistry technique, 10% formalin fixed, paraffin 

embedded rat embryonic sections for days 12, 14, 16 of gestation (N=30) were incubated with 

different HRP-lectins from Lotus tetragonolobus (LTA), Maclura pomifera(MPA) and Arachis 

hypogaea or Peanut (PNA) that are specific for terminal α-L Fuc, 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. SPSS statistic soft ware and Kruskal-Wallis non-parametric 

statistical test were used to compare different embryonic stages. 

Results: Our results demonstrated that the reaction of ectodermal cells with LTA observed from 

gestational day12 (E12) was weak. This reaction increased E14 significantly (p=0.0001) and then 

decreased. Extracellular matrix (ECM) of mesenchyme did not react with LTA lectin.  Ectodermal 

cells as well as ECM of mesenchyme reacted with PNA on E12 was fairly weak . It increased E14 

(p=0.009). From E14 to E16 intensity staining remain the same in ectodermal cells but decreased in 

ECM mesenchyme (p=0.0001). Ectodermal cells and ECM of mesenchyme reacted with the MPA 

lectins from E12 to E16.  
Conclusion: According to our result, it is suggested that the distributions and changes of 

glycoconjugates with terminal sugars L-Fuc (α2-4) GlcNAC, Gal (β1→3) GalNAC and D-Gal 

(β1→3) DGalNAC be stage - regulated during rat skin morphogenesis. 
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  چكيده
  ها طي دوران مورفوژنز پوست رت  تهاي انتهايي گليكوكانژوگي تعيين توزيع و تغييرات قند :هدف

 16  و 14،  12هـاي     هـاي رت در روز        جنينبه  در اين پژوهش به منظور استفاده از روش لكتين هيستوشيمي، مقاطع مربوط              :ها      مواد و روش  
به منظور مطالعه تغييـرات تكـاملي پوسـت و    . ندگيري شد آماده سازي بافتي، در پارافين قالب  از   و پس    ثبيتتدرصد  10بارداري در فرمالين  

 Arachis hypogaea وLotus tetragonolobus (LTA)،Maclura pamifera(MPA)هاي   هاي موثر در آن، از لكتين  رديابي گليكوكانژوگيت

or peanut(PNA)ـ   اختـصاصي  D-Gal-(β1→3) DGalNAc و α-L Fuc، Gal-(β1→3) GalNACنتهـايي  هـاي ا  ترتيـب بـراي قنـد    ه كه ب
هـاي       يافتـه  شـد، صورت كور تعيين      هاي مذكور به      پذيري هر يك از قند      دست آمده ناشي از رنگ      ههاي ب   شدت واكنش . دش، استفاده   هستند

  . شدآماري تجزيه و تحليل  SPSS نرم افزاز  آزمون آماري غيرپارامتري كروسكال واليس واز حاصل با استفاده
ايـن واكـنش در   . نسبت ضعيف بودبه  ) E12( در دواز دهم جنينيLTAهاي اكتودرمي با   نشان داد كه واكنش سلولبررسي حاضر نتايج  :ها    يافته
E14  05/0 ( افزايش يافتp≤(     و سپس در E16               بررسـي واكنـشي     كاهش يافت ولي ماتريكس خارج سلولي مزانشيم در سه مرحله جنيني مـورد

كـه در   طوري واكنش ضعيفي را بروز داد به E12  درPNAهاي اكتودرمي و همچنين ماتريكس خارج سلولي با   سلول.  نشان ندادLTAنسبت به 
E14  05/0(نشان داد    داري   افزايش معنيp≤( .    اين واكنش ازE14   تا E16  ر در  كه واكنش مذكو    در صورتي ؛  هاي اكتودرمي تغييري نكرد        در سلول

 تـا  E12 از   MPAهاي اكتودرمي و ماتريكس خارج سلولي مزانشيم با             سلول. )>05/0p (كاهش يافت  داري  طور معني   ماتريكس خارج سلولي به   
E16داري را نشان نداد هاي مختلف اختلاف معني  كه شدت رنگ در روز طوري به؛ طور يكنواخت واكنش نشان دادند  به.  

  هـاي     هـاي انتهـايي گليكوكانژوگيـت       توان اظهار نمود كه توزيع و تغييرات قند          حاصل از اين تغييرات مي     بر اساس شواهد   :گيري  نتيجه
L-Fuc (α2-4)GlcNAC ، Gal(β1→3)GalNAC، D-Gal (β1→3)DGalNACاي تنظيم شده كه  گونه  طي مورفوژنز پوست در رت به

  .سته است پوست به آن وابفهاي مختل  روند تكامل و تمايزات سلولي لايه
  

  پوست، تكامل، گليكوكانژوگيت، لكتين، رت مورفوژنز :ها  هواژ كليد
  

  مقدمه
ن، اولين سد دفـاعي و      پوست به عنوان بزرگترين ارگان بد     

فرد انسان بـا محـيط اطـراف اوسـت و از نظـر              هرابط منحصرب 
ساختار هيستولوژيكي از سـه لايـه اكتـودرم، درم و هيپـودرم             

ايـن ارگـان داراي دو منـشأ جنينـي     .]1-3[ تشكيل شده است
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حي آن يعنـي اپيـدرم، از       كـه لايـه سـط      يطور  بهمتفاوت است   
ي درم و هيپـودرم از  هـا   يابد و لايـه  اكتودرم سطحي تكامل مي   

د كه خـود داراي سـه قـسمت         شو مزانشيم مزودرمي مشتق مي   
ي هـا      مزودرم صفحه جانبي كه سـلول      -1: است كه عبارتند از   

 مـزودرم   -2 ؛كنـد   وديـواره بـدن توليـد مـي        ها    را در اندام   درم
 ـ     پاراكزيال كه درم را       -3 ؛آورد وجـود مـي    هدر ناحيـه پـشت ب

. هستند درم در سر و گردن       ءي نورال كرست كه منشا    ها    سلول
 غدد عرق، چربي و فوليكول مـو        مانندم پوست   يعلاوه ضما  هب

 تـشكيل و تكامـل     در اثر اينواژينه شدن اكتودرم به داخـل درم        
  . ]3[ يابند مي

صـل   حا ،جمله پوست از مختلف بدن    يها    ارگان ارگانوژنز
 آثار و   ها    كنش ثر از ميان  أمورفوژنز و تمايزاتي است كه خود مت      

 بـوده و توسـط      هـا      وبافـت  هـا     القايي بين انواع مختلف سـلول     
شـناخت  . شـود  ي شيميايي متعددي ميانجيگري مي    ها    مولكولي
كنـد نقطـه     ي تكاملي را هـدايت مـي      ها    كه فرايند  ييها    مولكول

ملـه  ازجي بيولـوژيكي    هـا   عطفي در درك بـسياري از فرآينـد       
  .]4[ تكامل است تمايزات سلولي و

ــه  ــشكيل لاي ــل پوســت و ت ــا  طــي تكام م آن، ي و ضــماه
ي جنينـي رخ    هـا      بين لايـه   (Interactions)ي متقابلي ها    كنش ميان
. بسياري در اين فرآيند دخالـت دارنـد   يها  دهد كه مولكول مي

ر  كـه د   SHHتـوان بـه مولكـول        هـا مـي       از جمله ايـن ملكـول     
ي مورفوژنيك مانند تكثير سـلولي، تـراكم مزانـشيمي          ها  فرآيند
اين مولكول همچنين در مورفـوژنز مـو        . دارد اشاره كرد  نقش  

 در FGF-22همچنـين مولكـول    .]5[ كند نقش مهمي را ايفا مي
E17.5   در موش به عنوان يك ليگانـد بـراي FGFR2 ΙΙΙ b  عمـل 
مين زمان شـروع    كند كه در مورفوژنز فوليكول مو كه در ه         مي
   .]6[  نقش دارد،شود مي

 هـا     ي پروتئيني و گليكوكانژوگيت   ها     مولكول ،    علاوه بر اين  
ي سـلولي و    هـا     كـنش   كه در ميـان    استيي  ها    از جمله مولكول  

بخش  .]7[د دخالت دار ي جنينيها  ي لايهها  كنش همچنين ميان
 ها  گليكانو پروتئو ها ، گليكوليپيدها  كربوهيدراتي گليكوپروتئين

ي تمـايزي، تكامـل،     هـا      كـه فراينـد    هـا     در شناسايي بين سلول   
كند، نقـش     مي  را تنظيم  ها    ي ايمني و ديگر اعمال بافت     ها    پاسخ

ي سطح  ها     و همچنين گليكوكانژوگيت   ]8[ كند مهمي بازي مي  
ســلول و مــاتريكس خــارج ســلولي داراي نقــش كليــدي در  

جرت، هـا  ريكس، ماتصالات سلول به سـلول و سـلول بـا مـات          
  ]10 و9، 7[ استي سلولي ها  تكثير، مورفوژنز و ميان كنش

 از مهمتـرين    هـا     بنابراين با توجه به اينكه گليكوكانژوگيت     
 و بـر  اسـت  و ماتريكس خارج سلولي   ها    تركيبات سطح سلول  

ي بيولــوژيكي، تكــاملي و هــا  نقــش ايــن تركيبــات در پديــده
تلـف توسـط بـسياري از       ي مخ هـا      و ارگـان   هـا     تمايزات بافت 
 به اهميت پوست    اتفاق نظر وحود دارد و با توجه       پژوهشگران

سالم در حفظ سلامتي و عملكرد پوست به عنوان اولـين سـد             
تغييـرات   تا ظهـور و    شدسعي  حاضر  دفاعي بدن، در پژوهش     

اين تركيبات طي تكامل پوست رت با استفاده از روش لكتـين    
  .دشوهيستوشيميايي بررسي 

  

  ها   و روشمواد
 رت  30(  سر رت نـژاد ويـستار      40براي انجام اين تحقيق     

گـرم از خانـه      250-300 بـا وزن تقريبـي    )  رت نـر   10ماده و   
 حيوانات دانشكده پزشكي مشهد تهيه و با رعايت دسـتوالعمل         

NIH (The National Institutes of Health) و DHEW 
(Department of Health Education and Well fare)  ــراي ب

 و تحـت شـرايط اسـتاندارد در دمـاي           مراقبت از حيوانات  
 درصد، سـيكل نـوري      50±5گراد، رطوبت     درجه سانتي  2±22

تاريكي و دسترسـي آزاد بـه    ساعت 12روشنايي و   ساعت12
 در  1 بـه    3غذا و آب نگهداري و پس از آداپتاسيون به نسبت           

 از  گيري قرار گرفتند و بـا اسـتفاده        ي مخصوص جفت  ها    قفس
 . تعيين شـد   باردارياسمير واژينال و مشاهده اسپرم، روز صفر        

 روزه  16 و   14،  12ي  هـا     دست آوردن جنين   هسپس به منظور ب   
 و  (E14)ردهم  هـا   چ ،(E12)ي دوازدهم   ها     در روز  بارداري  ها    رت
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بـا   و سپس  كلروفرم بيهوش  باها   بارداري موش  (E16)شانزدهم  
 پس از خـارج شـدن از        ها   جنين .سرعت و دقت تشريح شدند    

. رحم در پتري ديش محتوي سرم فيزيولوژي قرار داده شـدند          
اسـتفاده از     بـا  هـا     ي جنينـي، جنـين    هـا     پس از جدا كردن پرده    

.  شـدند    تثبيـت  ساعت   24 به مدت    درصد 10محلول فرمالين   
ي معمول بافتي توسط    ها     به روش  ها    ، نمونه تثبيتپس از اتمام    

آبگيري ) 100-90-80-70-50(ليك  درجات صعودي الكل اتي   
 هـا     سـپس از نمونـه    . سـازي شـد    و با استفاده از گزيلن شفاف     

با اسـتفاده از دسـتگاه ميكروتـوم         . تهيه شد  ي پارافيني ها    بلوك
 ميكرونـي   5يي به ضـخامت     ها    ، برش 1512 مدل   Leitzآلماني  
ــه  ــگ  .]11[شــد تهي ــه منظــور رن ــين   ب ــه روش لكت ــزي ب آمي

و بـه     لام انتخـاب   15حله جنيني تعـداد     هيستوشيمي از هر مر   
زدايـي و سـپس      شناسي پـارافين   روش معمول آزمايشگاه بافت   

آميزي   تايي براي رنگ   5اين تعداد لام به سه دسته       . شدآبدهي  
.  تقـسيم شـد  1جـدول    مطابقMPA , PNA, LTAبا سه لكتين 

ــين  ــن لكت ــا  اي ــالوگ    ه ــماره كات ــا ش ــيگما ب ــركت س  از ش
SBA(L:2650)،PNA(L:7759)   وMPA(M:3267) با  و  خريداري 

هر يـك از  . نشاندار شد Horseradish peroxidase (HRP)آنزيم 
ــين ــا  لكت ــسفات   ه ــافر ف ــول ب ــتفاده از محل ــا اس ــذكور ب ي م
ليتر  ميكروگرم در ميلي   15براي رسيدن به غلظت      (PBS)سالين

 ،Endogenous peroxidasesبـه منظـور خنثـي كـردن     . رقيق شد
محلـول  درصـد   1 دقيقـه در آب اكـسيژنه        45دت   بـه م ـ   ها    لام
 ها  در مرحله بعد برش  .در شرايط تاريكي قرار داده شد      PBSدر

 قرار  ها    به مدت دو ساعت در اتاقك مرطوب در معرض لكتين         
 با محلول بافر فسفات سـالين شستـشو         ها    سپس نمونه  .گرفت

 03/0 دقيقـه در محلـول سوبـستراي         10داده شد و بـه مـدت        
 20 در بافر فسفات كه مقدار     Diaminobenzidine (DAB) درصد

 ميلـي ليتـر از محلـول    100 ميكروليتر آب اكسيژنه به ازاي هر
 بعد از ها  سپس كليه نمونه. ، قرار داده شدشدفوق به آن اضافه   

شستشو با آب جاري و آب مقطر براي ايجاد رنـگ زمينـه بـه               
 ارگرفـت  قر pH:2.5 دقيقه در محلول آلـسين بلـو بـا           10مدت  

همچنين در اين آزمـايش يـك لام كامپوزيـت نيـز بـه               . ]12[
آميـزي    طبق روش بالا رنگ    ها    عنوان شاهد با هر يك از لكتين      

يي اختـصاصي   هـا ي انت ها  در محل اتصال هر لكتين به قند      . شد
د كه در واقع نتيجه واكنش آنـزيم        شاي ايجاد    خود، رنگ قهوه  

HRP      متصل به لكتين با سوبستراي خود (DAB) ي هـا     لام. است
 Bx51  مـدل  Olympus  نفـره  5تهيه شده توسط ميكروسـكوپ      

 بـر   هـا      بر اساس شدت واكـنش لكتـين       ها     و نمونه  شدبررسي  
 ،+واكـنش ضـعيف     ،  –عـدم واكـنش     (،  اساس طيف ليكـرت   

توسـط سـه نفـر بـه        +++) ، واكنش شديد    ++واكنش متوسط   
دت  و ميـانگين ش ـ    ]13[ شد  درجه بندي  (Blind)صورت كور   

ي مختلف جنيني با اسـتفاده از نـرم افـزار           ها     در روز  ها    واكنش
SPSSآماريهاي  آزمون  و   ANOVAد شتوكي با هم مقايسه   و

سـپس از    .دش ـدار تلقـي      معنـي  >p 05/0 و اختلاف در سـطح    
 مدل  Olympusي مورد نظر با استفاده از ميكروسكوپ        ها    نمونه
Bx51 برداري شد عكس.  
  

  ها  ي مورد استفاده وخصوصيات آنها  كتينانواع ل .1جدول 
Carbohydrate 

binding specificity  Abbreviation Lectin 

Gal-( β1→3)- 
GalNAC  MPA  Maclura pomifera 

agglutinin  
D-Gal-( β1→3)-D-

Gal NAC  PNA  Arachis hypogaea 
agglutinin  

α-L- Fuc LTA  Lotus 
tetragonolobus 

  

  ها  يافته
مقاطع ميكروسكوپي مربوط بـه ناحيـه پوسـت در          بررسي  

 MPA كـه بـا لكتـين        (E12)ي دوازده روزه  هـا     حال تكامل جنين  
 ي اكتـودرمي و   هـا      نـشان داد كـه سـلول       ،مجاور شـده بودنـد    

 واكنش  MPAبا   ماتريكس خارج سلولي در مزانشيم مزودرمي     
ي اكتـودرمي   هـا     كه شدت واكـنش در سـلول       يطور  به دهد، مي

). a-1شـكل   ( تريكس خارج سلولي مزانـشيم بـود      بيشتر از ما  
رده روزه  هـا   ي چ هـا     همچنين ارزيابي مقاطع مربوط بـه جنـين       
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)E14 (    و شانزده روزه)(E16     كه با لكتين MPA آميزي شده    رنگ
ي هـا     شـكل (  بود E12)( مشابه مقاطع روز دوازدهم جنيني       ،بود

b-1  وc-1 .(           شدت واكنش در اين سه مرحلـه تكامـل جنينـي
  ).= 735/0p( را نشان نداد داري لاف معنياخت

در ادامه، بررسي نتايج حاصل از اين تحقيق نـشان داد كـه      
 كه با لكتـين    (E12)ي دوازده روزه    ها    در مقاطع مربوط به جنين    

PNA اكتـودرمي كـه در ايـن    ي هـا    سلول ،آميزي شده بود    رنگ
صورت يك لايه قابل مـشاهده اسـت و در            مرحله از تكامل به   

 PNA تشكيل اپيدرم تمـايز خواهـد يافـت، بـا لكتـين              تايراس
ي هـا     ش در سلول  كه شدت واكن    طوري  بهدهد   ميواكنش نشان   

افزايش قابل تـوجهي را     ) E14( ردهم جنيني هامذكور در روز چ   
 ميـزان   ).=P 009/0 (بـود  دار  نشان داد كه از نظر آماري معنـي       

روز  تـا  (E14)هـاردهم  هـاي اكتـودرمي از روز چ    واكنش سلول
 چند لايـه مـشاهده      صورت  به كه اپيدرم    (E16)شانزدهم جنيني   

 ـ     يكسان بود و تغيير قابـل ملاحظـه        شود، مي  دشاي مـشاهده ن
  ).a-2 شكل(

ماتريكس خارج سلولي مزانشيم مزودرمي پوست در حال        
واكنش انـدكي را    ) E12( در روز دوازدهم     PNAتكامل با لكتين    

در ايـن ناحيـه در روز       شـدت واكـنش     كـه    درحالي. نشان داد 
 و سـپس در روز      )=p 0001/0 (افزايش يافـت  ) E14(هاردهم    چ

نـسبت ضـعيفي را در      بـه   اين ناحيـه واكـنش      ) E16( شانزدهم
  نـشان داد   PNA با لكتـين   (E14)هاردهم جنيني     مقايسه با روز چ   

)0001/0p=.(  
هـاي      در ادامه بررسي روند تكامل پوسـت مقـاطع جنينـي          

ــا  ) (E12دوازده روزه  ــه ب ــگLTAك ــود     رن ــده ب ــزي ش    ،آمي
مـشاهده  هاي اكتودرمي در حال تمايز          سلول در   واكنش اندكي 

 هـاردهم جنينـي   هاي مـذكور در روز چ         در حالي كه سلول    شد
)E14 (   اي را نـشان داد        افـزايش قابـل ملاحظـه      ،شدت واكـنش
هـاي      ، سـلول  (E12)كـه در مقايـسه بـا روز دوازدهـم           طـوري   به

خـود    هاي قابل توجهي را ب       مرحله رنگ قهوه   اكتودرمي در اين  
بـا ايـن وجـود در ادامـه رونـد تكامـل             . )=0001/0p (گرفتند

ــي   ــانزدهم جنين ــنش در ) E16(پوســت در روز ش ــدت واك ش
طـور قابـل تـوجهي كـاهش يافـت            هـاي اكتـودرمي بـه         سلول

)0001/0p=(.  
همچنين ماتريكس خارج سلولي در مزانشيم مزودرمي در        

 واكنـشي   LTAهاي مورد بررسي با لكتـين            روز حال تمايز، در  
واكـنش اختـصاصي    اي كه نشان دهنده نشان نداد و رنگ قهوه

، در اين مراحـل از  است L Fucα– لكتين مذكور با قند انتهايي
  .دشتكامل در ماتريكس خارج سلولي مشاهده ن

  

  
هاي مربوط به پوست در حال تكامـل رت كـه در                 فتوميكروگراف .1شكل
: بـار  ( روز دوازدهم جنينـي    a) . قرار گرفته است   MPAرت با لكتين    مجاو

روز  c). )متـر و ميكر50: بـار  (هـاردهم جنينـي    روز چb) .) متـر و ميكر50
دهنـده    هـاي باريـك نـشان         پيكـان ). متـر . ميكـر  100: بـار (شانزدهم جنيني 

هاي پهـن بـه مـاتريكس خـارج سـلولي               پيكان. هاي اكتودرمي است      سلول
 نـشان دهنـده يـك    cهمچنين سر پيكان در تـصوير     ،  شاره دارد مزانشيمي ا 

تراكم مزانشيمي است كه در مراحل بعدي تكامل بـه فوليكـول مـو، غـدد                
  . يابد عرق يا چربي تكامل مي

  

  
هاي مربوط به پوست در حال تكامـل رت كـه در                 فتوميكروگراف .2شكل

 250: بـار  ( روز دوازدهم جنيني   a). قرار گرفته است   PNAمجاورت لكتين   
 روز شانزدهم   c) ،)مترو ميكر 250: بار(هاردهم جنيني      روز چ  b).)متروميكر
هـاي اكتـودرمي و        هـاي باريـك سـلول         پيكـان ). متر. ميكر 100: بار (جنيني
هاي پهن، ماتريكس خارج سلولي ناحيه مزانشيم در حـال تمـايز بـه                  پيكان

كتودرم قرار دارد و    خط پررنگي كه درست در زير ا      و  دهد    درم را نشان مي   
 داده شـده اسـت نـشان دهنـده غـشاي پايـه اسـت كـه                  با سر پيكان نشان   

ي مزانشيمي درم است و     ها    جداكننده ناحيه اپيدرم در حال تكامل از سلول       
-D-Gal ييهـا دهنـده وجـود قنـد انت       اي در ايـن ناحيـه نـشان        رنگ قهـوه  

(β1→3)-D-Gal NAC    در غشاي پايه اسـت كـه بـاPNA واكـنش داده  
  .است
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هاي مربوط به پوست در حال تكامـل رت كـه در                 فتوميكروگراف .3شكل
 پيكـان   ، روز دوازدهـم جنينـي     a). قرار گرفته اسـت    LTAمجاورت لكتين   

 اسـت و  LTAهـاي اكتـودرمي بـا        باريك نشان دهنده واكنش اندك سلول     
 250: بـار  (دهنده ماتريكس خارج سلولي مزانشيمي اسـت  پيكان پهن نشان  

هاي اكتـودرمي را         پيكان باريك سلول   ،هاردهم جنيني    روز چ  b).)ترموميكر
انـد و پيكـان       اي نـشان داده      واكنش قابل ملاحظه   LTAدهد كه با      نشان مي 

  واكـنش نـشان      LTAپهن، ماتريكس خارج سلولي مزانشيمي كه با لكتين       
 روز شـانزدهم    c). )متـر و ميكر 250: بـار  (.كنـد    مشخص مي  انداده است ر  

دهد و پيكان پهـن       يكان باريك كاهش واكنش اكتودرم را نشان مي        پ ،جنيني
 واكنش نداده   LTAدهد كه با      ماتريكس خارج سلولي مزانشيم را نشان مي      

  )مترو ميكر50: بار( است
  
هاي در حال تكامل   ها با بافت  ميانگين شدت واكنش انواع لكتين    .2جدول  

  هاي مختلف جنيني  پوست رت در روز
  مرحله جنيني

P- valve E16 E14 E12 
  انواع لكتين

735/0 ++ ++ ++  MPA 

009/0 ++ ++ * 
+ PNA 

0001/0 + ** 
+++ + LTA 

اكتودرم
  

3040/0 ++ ++ ++ MPA 

0001/0 + ++ 
* + PNA 

0 - - - LTA 

مزودرم
  

  

  بحث
در اين مطالعه كه با استفاده از روش لكتين هيستوشيميايي          

ات و همچنـين ناپديـد شــدن   صـورت گرفـت، ظهـور، تغييــر   
، طي تكامل پوست ها  يي گليكوكانژوگيت هاي انت ها  احتمالي قند 
و شـانزدهم    (E14)ردهم  هـا ، چ (E12)دوازدهم   يها  رت در روز  

(E16) بررسي شدبارداري .  
ي سـطح   ها    دهد كه ماكرومولكول   نتايج تحقيقات نشان مي   

 ـ      ها    سلول ي ويـژه تركيبـات قنـد      ه و ماتريكس خارج سـلولي ب
ي تكـويني از قبيـل تمـايزات        هـا      در فرايند  ها    گليكوكانژوگيت

ي سـلولي طـي     هـا      سلول و ميانكنش   -سلولي، شناخت سلول  
به عبارت ديگر ؛ ]14[ است اهميت فراوان دارليتكامل جنيني 

ي هـا     ، از جمله تنظيم كننده    ها    بخش كربوهيدراتي اين مولكول   
 سلول  -ي سلول اه     كه در ميان كنش    استاصلي اعمال سلولي    

كند و نقش بيولـوژيكي بـسيار         ماتريكس شركت مي   -و سلول 
 از طريـق    هـا     جرت فيبروبلاسـت  هاموثري در تكثير، تمايز و م     
  .]15[ كند  ميتعديل فنوتيپ سلولي بازي

در روز هفـدهم      كـه در رت    دهد نتايج تحقيقات نشان مي   
 ـ     ها    بارداري اپيدرم، درم و بافت     الغ ي زير پوستي به صورت ناب

 مـذكور شـروع بـه ضـخيم         يها    پس از آن بافت   . دشو  مي ديده
غـشاي پايـه    يكه در روز نـوزدهم بـارداري  طور بهشدن نموده  

ي شـاخي و گرانولـوزا در روز        هـا     لايـه . دشو قابل مشاهده مي  
بيست و يكم در پوست جنين رت مشاهده شـده و همچنـين             
ــل      ــا تكام ــوني ب ــستم خ ــت و سي ــطح پوس ــين س ــله ب   فاص

    نهــاييدر واقــع مراحـل . ]16[ كنـد  فـزايش پيــدا مـي  جنـين ا 
ــين روز   ــدگان بـ ــت جونـ ــدرم در پوسـ ــل اپيـ ــاي تكامـ   هـ

 تـا  2و لايه شاخي اپيدرم ] 17[ دهد  بارداري رخ مي22 تا 20
 روز قبل از تولد وهمزمان با ناپديـد شـدن پريـدرم تكامـل               3

  ].17[ يابد مي
 بررسـي   با با توجه به اين مطالعات و نتايج پژوهش حاضر كه         

هاي سطح سلول و        ظهور و تغييرات بخش قندي گليكوكانژوگيت     
پوسـت رت در     ماتريكس خارج سلولي طي تكامـل و مورفـوژنز        

 ـ          روز دسـت آمـده      ههاي دوازدهم، چهاردهم و شـانزدهم جنينـي ب
 هاي احتمالي و مقايسه نتايج بـا نتـايج حاصـل از     است، مكانيسم

   .دشو ن مييم شده است تبيساير مطالعاتي كه در اين زمينه انجا
تغييـرات   دهـد كـه    نتايج مطالعات دانـشمندان نـشان مـي       

 و ماتريكس خارج سلولي     ها    ي سطح سلول  ها    گليكوكانژوگيت
طي دوره روياني انسان، موش، رت و جوجه از نظـر تكـاملي             

  .]14[ استتنظيم شده 
ــه ــن مطالع ــين  در اي ــه MPAلكت ــراي  ك ــد ب ــاانت قن   ييه
Gal-(β1→3)GalNAc    ي اكتـودرمي   ها     اختصاصي است با سلول
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كـه   يطـور   بـه  واكنش نـشان داد      (E12)در روز دوازدهم جنيني     
 جنيني  (E16)و شانزدهم    (E14)ردهم  ها  شدت واكنش در روز چ    

 نـشان   (E12)اي در مقايسه با روز دوازدهـم         تغيير قابل ملاحظه  
با ماتريكس خارج سلولي مزانشيم      MPAهمچنين لكتين   . نداد
واكـنش شـديد و در عـين حـال           سه مرحله مورد مطالعـه،    در  

كه اختلاف شدت واكنش در سه       يطور  بهيكساني را نشان داد     
تـوان    مـي  بنـابراين . نبـود دار   معنـي  مرحله تكاملي مورد مطالعه   

 در هر سـه مرحلـه       Gal-(β1→3)GalNAcيي  هاگفت كه قند انت   
ي اكتــودرمي و هــا  تكــاملي جنينــي مــورد بررســي در ســلول

تريكس خارج سلولي بيان شده است و ميزان آن در مراحـل            ما
 تكاملي مورد مطالعه تغيير چنـداني نكـرده اسـت و همچنـين            

يي مذكور بـه عنـوان يكـي از         هاتوان اذعان نمود كه قند انت      مي
 هـا     لكتين .است اهميت   دارايعوامل مؤثر در فرايند مورفوژنز      

ــاكاريد ــراي مونوس ــا  ب ــرهه ــود در زنجي ــا  ي موج ــدي يه  قن
 اختصاصي هستند و در عين حـال بـا قنـد            ها    گليكوكانژوگيت

ي اوليگوساكاريدي مختلف كه    ها    بر اساس نوع زنجيره    ييهاانت
شود بـا ميـل تركيبـي متفـاوت واكـنش         مي يي ختم هابه قند انت  

تواند به دليل نوع     اين ميل تركيبي متفاوت مي     كه   دهد  مي نشان
ي هـا   ي فضايي زنجيـره ها  ومراتصال، نوع قند ما قبل آخر و ايز  

گيـري در الگـوي      ي قابل انـدازه   ها    همچنين تفاوت  قندي باشد 
يي انتهامونوساكاريد   ي مختلف كه  ها    واكنش پذيري بين لكتين   

توانـد بـه     مـي كه ايـن  كند، وجود دارد    مي يكساني را شناسايي  
يي و همچنـين زنجيـره      انتهـا نوع آرايش مولكولي خاص قنـد       

  ].18[ ن مربوط باشدقندي متصل به آ
 ـ       در   حاضـر  دسـت آمـده از پـژوهش       هبا توجه به نتـايج ب

-D-Gal-(β1→3)-D ييانتهـا كه براي قند     PNAخصوص لكتين   

Gal Nac  راستايي اكتودرمي كه در ها   سلولاست،اختصاصي 
 با لكتين   (E12)تشكيل اپيدرم در حال تمايزند در روز دوازدهم         

ه شـدت واكـنش در روز       ك ـ يطـور   بهمذكور واكنش نشان داد     
ميزان . افزايش قابل توجهي را نشان داد) E14( ردهم جنيني ها  چ

 يكسان بود و تغييـر      E16 تا E14ي اكتودرمي از    ها    واكنش سلول 

ي اكتـودرمي كـه   ها   سلول. دشاي در آن مشاهده ن     قابل ملاحظه 
اي اسـت در      به صورت تك لايه    (E12)در روز دوازدهم جنيني     

    چنــد لايــهصــورت اپيــدرمي بــه (E16)ينــي روز شــانزدهم جن
دهنده سير تكامـل اپيـدرم در ايـن          فابل مشاهده بوده كه نشان    

  . مراحل است
ــلول  ــنش س ــدت واك ــزايش ش ــا  اف ــدرمي در روز ه ي اپي

اي است كه مـشابه آن در مطالعـاتي كـه            نتيجه (E14)ردهم  ها  چ
در . ]19[ روي جنين جوجه انجام شده نيز گزارش شده اسـت 

اي نـسبت     تغيير قابل ملاحظه   (E16)استا در روز شانزدهم     اين ر 
   . ملاحظه نشد(E14)ردهم ها به روز چ

طـور كـه      اي مشاهده شد و همـان       اپيدرم به صورت تك لايه    
-D-Galنتــايج نــشان داد در ايــن مرحلــه از تكامــل جنينــي قنــد 

(β1→3)-D-Gal NAC    هـا قابـل      به ميـزان انـدكي در ايـن سـلول
هاردهم  سپس همزمان با افزايش اين قند در روز چمشاهده بود و 

(E14)    و شانزدهم (E16)     اي   لايه چند(  جنيني اپيدرم به سمت مطبق
توان گفت كه قند انتهـايي        مي تكامل يافت و علاوه بر اين      )شدن

D-Gal-(β1→3)-D-Gal NAC  در تكامل غشاي پايه نيز نقـش دارد 
ايـن ناحيـه در روز      كه بـا افـزايش ميـزان ايـن قنـد در               به طوري 

. شانزدهم جنيني محل غشاي پايه به وضوح قابل تشخيص است         
هـاي      اگرچه در روز شانزدهم مطابق منابع موجود با رنگ آميـزي          

طور كامـل تـشكيل شـده و مـشاهده            معمولي در روز نوزدهم به    
با توجه به نتايج حاصل مبني بر واكنش واضح محل  ]16[ دشو مي

توان نتيجه     در روز شانزدهم مي    PNAتين  تشكيل غشاي پايه با لك    
در تركيـب    D-Gal-(β1→3)-D-GalNAC گرفت كـه قنـد انتهـايي      

 غشاي پايـه بيـان شـده و در          ههاي تشكيل دهند      گليكوكانژوگيت
تـوان گفـت كـه        بنابراين مـي   .شكل گيري غشاي پايه نقش دارد     

هـاي       طي تمايز سـلول    PNAهاي واكنش پذير با         گليكوكانژوگيت
ــد ــداري   اپي ــالا در نگه ــود دارد و احتم ــه وج ــن ناحي رمي در اي

همچنـين  .  اسـت   اپيدرم موثر  (regulated)هاي تنظيم شده      ساختار
نتايج تحقيقات در مورد تكامل پوسـت در جنـين جوجـه نـشان              

هاي محتـوي ايـن قنـد روي سـطح              دهد كه گليكوكانژوگيت    مي
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 بـه سـمت     اي  هاي اپيدرمي از ناحيه قاعده        سلول، جايي كه سلول   
همچنين در  . ]14[ يابد  كند، تجمع مي    مي هاجرتماپيدرم سطحي   

 رنـگ   PNAهاي لايه شاخي با         اين مطالعه مشخص شد كه سلول     
 اند كه اين حالت ممكن است به علت وجود يـك پوشـش              نشده

هـاي      روي قند انتهايي باشد يا برداشت گليكوكانژوگيت      ) ماسك(
از طرف  . دهد  رخ مي  ه شدن  كه طي كراتينيز   PNAواكنش پذير با    

 كه  avidin-HRPهاي كونژوگه شده با         ديگر ممكن است كه لكتين    
در مطالعات روي جنين جوجه انجام شده است بـه فـضاي بـين              

. بندي شـده نفـوذ نكـرده باشـد          هاي كراتينيزه دسته      سلولي سلول 
 ـ          دسـت آمـده، قنـد انتهـايي كـه بـا              هبنابراين با توجه بـه نتـايج ب

 نشان دار شده، واكنش نـشان داده اسـت          HRP كه با    PNAلكتين  
  هــاي اپيــدرمي درحــال    خــوبي بــراي ســلولنــشانگر توانــد مــي

  ].20[ تمايز باشد
الگوي خاص واكنش ماتريكس خارج سلولي مزانـشيم بـا          

 سپس ،ضعيف (E12)كه در روز دوازدهم  يطور بهلكتين مذكور 
 در روز  افزايــشي در حــد متوســط و(E14) ردهمهــا در روز چ
 از شـدت    (E14)ردهم  هـا    در مقايـسه بـا روز چ       (E16)شانزدهم  

-D-Galيي  انتهـا  نشان دهنده بيان قنـد       ،واكنش كاسته شده بود   

(β1→3)-D-Gal NAC    در مزانشيم در حال تكامـل اسـت و بـا 
اين قند كه از نظر مراحل       توجه به الگوي زماني ظهور و ميزان      

نقـش آن در تكامـل و   تـوان بـه    ، مـي تكاملي تنظيم شده است 
  .ي مختلف پوست اذعان نمودها  تشكيل لايه

ي اكتـودرمي در    ها     با سلول  LTAلكتين   ،ها    در ادامه بررسي  
 واكـنش انـدكي را نـشان داد كـه     (E12)ي دوازده روزه ها   جنين

 در ايـن ناحيـه اسـت و    α-L Fucيي انتهـا بيانگر ميزان كم قند 
 بـه طـور قابـل    (E14)ي ردهم جنين ـهـا  ميزان اين قند در روز چ     

ــزايش يافــت و در روز شــانزدهم  ملاحظــه ــسيار (E16)اي اف  ب
توانـد    مـي  LTAكاهش پيدا كرد كه اين الگوي واكنش لكتـين          

يي طـي تـشكيل اپيـدرم باشـد         انتهـا تاييدي بر نقش اين قنـد       
ي اكتودرمي داراي نوسان بوده ها  يكه توزيع آن در سلولطور  به

تـوان   پس مي  .ان آن تنظيم شده است    و از نظر تكاملي ميزان بي     

ي دخيل در فرآينـد  ها  نتيجه گرفت كه اين قند يكي از مولكول       
ولي در تكامل ماتريكس خارج سـلولي        مورفوژنز اپيدرم است  

 ـ  مزانشيم در سه مرحله مورد مطالعه      ده كـه ايـن خـود       شبيان ن
بـا  .  اين قند طي تكامل درم باشـد       تأثير دليلي بر عدم     دتوان مي

جود ممكن است در مراحل قبلي يا بعدي نقش مـؤثري           اين و 
همچنين نتايج  . ي بيشتري دارد  ها    داشته باشد كه نياز به بررسي     

جنين يك   طي تكاملLTAيي كه با استفاده از لكتين ها  بررسي
دهد   صورت گرفته است، نشان مي(Rana dalmatina) دوزيست

ي ي اكتـودرمي و مـاتريكس خـارج سـلولي ط ـ          هـا     كه سـلول  
كـه بيـانگر نقـش      اند     واكنش نشان داده   LTAگاسترولاسيون با   

در اين مرحلـه از تكامـل پوسـت در ايـن      α-L Fucييانتهاقند 
  .]21[ استدوزيست 

دست آمـده در ايـن مطالعـه و          هبنابراين با توجه به نتايج ب     
 ييانتهـا ي هـا  توان نتيجه گرفت كـه قنـد    مي ي مشابه ها    بررسي

Gal-(β1→3) GalNAc، D-Gal-(β1→3)-D-Gal NAcو  α-L 

Fucي اكتـودرمي و    هـا      طـي تكامـل سـلول      ها    گليكوكانژوگيت
 به اپيدرم از نظر زماني و مكاني تنظيم شده اسـت            ها    تبديل آن 

 كـه  يطـور   بـه  دارداهميـت    و احتمالا در تكامل طبيعي پوست     
 طي اين سه مرحله تكامل جنينـي مـورد مطالعـه،            ها    وجود آن 

همچنين . رسد  پوست ضروري به نظر مي     عيطبيطي مورفوژنز   
-Galيي  انتهـا ي  هـا   با توجه بـه الگـوي بيـان و تغييـرات قنـد            

(β1→3)GalNAc و D-Gal-(β1→3)-D-Gal NAc در مــاتريكس 
توان نتيجه گرفت كه ايـن       خارج سلولي مزانشيم مزودرمي مي    

 و احتمالا در ميـان      بودهاهميت   داراي    در مورفوژنز درم   ها    قند
  .دارد مزانشيمي دخالت -ي اكتودرمي ها  كنش
  

  تشكر و تقدير
پژوهش حاضـر حاصـل بخـشي از نتـايج طـرح مـصوب              

معاونت پژوهشي دانشگاه   ) 26/10/1388مورخ   88/ 302655(
علوم پزشكي مشهد است كه بدينوسيله از آن معاونت محتـرم           
و همچنين خدمات تكنيكي سركار خانم متجدد در آزمايشگاه         
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  .شود قدرداني ميسلولي دانشكده پزشكي مشهد سـي گـروه علـوم تـشريحي و بيولـوژي           تخصصي بافـت شنا   
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