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  ان استیل گالاکتوز آمین–توزیع قند انتهایی گالاکتوز 

 ها در کلیه موش بالغ های قندی سطح سلول در زنجیره
 4فاضل رضا  ، دکترعلی3 ، دکترمختارجعفرپور2قربانی  ، دکتررستم1*مفیدپور دکترحسن

 چکیده
یپیدهای سـطح سـلولی ، بـه ویـژه قنـدهای            ها و گلیکول   های کربوهیدراتی متصل به گلیکوپروتئین      زنجیره: مقدمه و هدف    

هـای   توزیـع گلیکوکانجوگیـت  . های بیولوژیک نقش کلیدی دارند های سلولی و تقریباً در تمام سیستم  انتهایی آنها در فعالیت   
ل  اسـتی  – ان   –های گـالاکتوز     هدف از این مطالعه تعیین محل ملکول      . حال مورد توجه زیادی قرار نگرفته است       کلیه بالغ تابه  

 . باشد بالغ میموش های کلیه  گالاکتوز آمین در سطح سلول
های    و پاساژ بافتی به روش معمول نمونه       Balb/Cهای موش نژاد     پس از خارج کردن کلیه     در این پژوهش     :ها   مواد و روش  

ی اختصاصـی   هـا   که لکتـین   HRP متصل به    PNA و   MPAهای   از تکنیک لکتین هیستوشیمیایی و لکتین     تهیه شده با استفاده     
 .برای تعیین قندهای انتهایی هستند ، استفاده گردید

 نشان دادند و واکنش با شدت کمتر و یکنواخـت بـا سـطح         PNAهای جمع کننده ادراری واکنش شدید به          لوله :هـا    یافته
ل و گلومرول مشخص    های پیچدار دیستا   ای را در میان لوله     های ویژه   سلول MPAلکتین  . های پروکسیمال داشتند   لولهلومینال  

 .نمود
باشند و   ها در این نواحی کلیه می      رسد که قندهای انتهایی ویژه مذکور ، مربوط به فونکسیون سلول            به نظر می   :گیری   نتیجه

 .احتمال دارد تنظیم ژنتیکی آنها را در دوران تکاملی جنینی برعهده داشته باشند
 های اینترکالیتد ، گلیکوکانجوگیت ل لکتین هیستوشیمی ، کلیه ، سلو:های کلیدی  واژه
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 مقدمه
ــوش،      ــون م ــاتی چ ــان و حیوان ــر انس ــتانداران نظی ــه پس کلی

زیـادی مـورد   خرگوش و رت از نظر ساختمان و عمل به میزان          
هـای ادراری    لولـه ). 1-3(مطالعه پژوهشگران قرار گرفته اسـت       

هــا از نظــر ترکیــب ســلولی متنــوع و اشــکال   موجــود در کلیــه
مختلفی مثل سنگفرشی ، مکعبی و منشوری در بین آنهـا دیـده             

هـای بـدن     شود که همگی در تهیه ادرار و تنظیم الکترولیت         می
هـا بـه ویـژه در        یـن سـلول   امـا در لابـلای ا     . نقش اساسی دارنـد   

های به خصوصی که تنظیم و تعـادل   های جمع کننده سلول    لوله
شوند، ایـن   دیده می) 4-6و1( باز ادرار را به عهده دارند -اسید  
کـه  ) 7-9و3(نامنـد    های اینترکالیتد یا تیره می     ها را سلول   سلول

ــا روش شناســی قابــل تشــخیص  هــای معمــولی بافــت معمــولاً ب
هـای خاصـی از جملـه     ا بـه علـت وجـود مولکـول     باشند ام ـ  نمی

هـا و اختصاصـی بـودن        های قندی در سـطح ایـن سـلول         زنجیره
قندهای انتهایی آن که در طی دوران تکـاملی جنینـی و همـین              

و کشـف ایـن     ) 10-13(گردنـد    طور بعـد از تولـد پدیـدار مـی         
هـای مزبـور بـا     تـر سـلول   هاو متعاقب آن بررسـی دقیـق      مولکول
تـوان   وشیمیایی مانند لکتین هیستوشـیمیایی مـی      های هیست  روش

هـا فـراهم     تری را برای شناخت دقیق این سلول       مسیرهای روشن 
 بـرای تشـخیص   Peanut Agglutininم  به ناPNA  لکتین.نمود

 بـه  MPA ان استیل گالاکتوز آمین و     –دی ساکارید کالاکتوز    
 برای تشخیص گالاکتوز و مقایسـه بـه   Maclura Pomiferaنام 
این قندها به صـورت ترکیـب بـا         ). 14-16و10 (ار رفته است  ک

های فوق قرار دارند     ها بر سطوح غشایی سلول     لیپیدها و پروتئین  
نامیـــده ) 18و17و6و3(و بـــه طـــور کلـــی گلیکوکانجوکیـــت 

ها در ایجاد تعـادل اسـید        با وجودی که نقش این سلول     . اند شده
 پراکنـدگی آنهـا      باز ادرار تقریباً ثابت گردیـده امـا توزیـع و           -

ــام اســـت   ــد و ابهـ ــورد تردیـ ــوز مـ ــتفاده از روش . هنـ ــا اسـ بـ
ــین  ــیمیایی و لکت ــون    هیستوش ــی چ ــای مختلف  PNA ، MPAه

ــدهای   ) 21و20و19و15و13و11( ــژۀ تشــخیص دادن قن ــه وی ک
 اسـتیل   – ان   –انتهایی و ماقبـل انتهـایی گـالاکتوز و گـالاکتوز            

گرفتیم گالاکتوز آمین سطوح خارجی سلولی هستند ، تصمیم         
هـای اینترکالیتـد را در       محل و توزیع دقیق ایـن قنـدها و سـلول          
 .کلیه موش بالغ مورد مطالعه قرار دهیم

 ها مواد و روش
 را بـه وسـیله      Balb/Cتعداد پنج عدد موش نـر بـالغ از نـژاد            

کلروفرم بیهوش نموده و پس از قطع عروق و اتصالات کلیوی           
لوژی شسـته و بلافاصـله   های آنها را خارج و در سرم فیزیو   کلیه

 سـاعت طبـق   24بعـد از  .  قرار دادیم B4Gدر محلول فیکساتور    
ــه) 5(روال معمــول مطالعــات هیســتولوژی  ــا  کلی هــا از الکــل ب

در مدت معـین عبـور      ) 100-90-80-70-50(درجات مختلف   
هـا بـه      سـپس نمونـه   . داده و آبگیری به طور کامل انجام گردید       

ه و بعـد از آن در پـارافین         منظور شفاف شدن وارد گزیلـل شـد       
گیری به نحوی انجام      مذاب قرار داده شدند و به دنبال آن قالب        

تعـدادی از   . ها بـه صـورت طـولی قـرار گیرنـد            گردید که کلیه  
 میکـرون تهیـه شـدند بـا         5های متعددی کـه بـه ضـخامت          برش
آمیزی پایـه      ائوزین به عنوان رنگ    –آمیزی هماتوکسیلین     رنگ

های رنگ نشده بـرای مطالعـات بـا          ه برش رنگ گردیدند و بقی   
هـای   در این روش لکتین   . لکتین هیستوشیمیایی آماده گردیدند   

ــا   ــدهای   MPA و HRP 1کانجوگــه شــده ب ــرای تشــخیص قن ب
ــایی و  ــالاکتوز و   انتهــ ــایی گــ ــل انتهــ ــتیل - ان -ماقبــ  اســ

 HRPه به   گهای کونژو  لکتین. گالاکتوزآمین استفاده گردیدند  
 محـل  HRP به قند انتهایی با شناسایی محل     بعد از اتصال لکتین   

 بـرای پیـدا کـردن       .نمایـد   اتصال لکتین به قنـد را مشـخص مـی         
HRP    از ماده DAB)   که بـه    ) دی آموینو بنزیدینHRP   متصـل 
شود استفاده شـده و بـدین ترتیـب کمـپلکس قنـد انتهـایی،                 می

ها در    ابتدا لکتین . شوند   در یک ناحیه ردیابی می     HRPلکتین و   
                                                 
1  Horse radish peroxidase 



 3/ فاضل  قربانی ، دکتر جعفرپور و دکتر  مفیدپور ، دکتر  دکتر  …گالاکتوزآمین استیل ان–گالاکتوز قندانتهایی توزیع

لیتـر بـافر       فسـفات رقیـق شـده بـه نحـوی کـه در هـر میلـی                 بافر
هـا بـه      و لکتـین   PH=2/7گرم مادۀ موثر وجود داشت ،         میلی10

ها در درجـه حـرارت آزمایشـگاه         مدت دوساعت بر روی برش    
 DAB1 دقیقه در مجاورت     10قرار داده شدند و سپس به مدت        

 کـه  های کلیـه   هایی از بافت   قسمت.  اکسیژنه قرار گرفتند    و آب 
هـا واکـنش نشـان داده بودنـد بـه رنـگ              با هـر کـدام از لکتـین       

ای درآمده و از بقیـه نـواحی متمـایز گردیدنـد کـه نشـانه                 قهوه
آمیـزی زمینـه از       جهت رنگ . باشد وجود قندهای مورد نظر می    

هـا بـا     سپس برش ). 22و6( استفاده گردید    PH=5/2بلو با     آلسین
ت مـورد مطالعـه و       بـا دق ـ   2میکروسکوپ نوری استاد و دانشجو    

بررسی قرار گرفته و از نواحی مورد نظـر تصـویربرداری انجـام             
 .شد

ــین در بررســی  ــا لکت ــزان واکــنش ب هــای میکروســکوپی  می
براساس روش گانگ و همکارانش ، برحسب شدت و ضـعف           

 .بندی گردید درجه(+++) تا حداکثر ) -(واکنش از صفر 
 درجه واکنش واکنش به لکتین
 - واکنش نداشته
 + واکنش خفیف

 ++ )متوسط(واکنش نسبتاً شدید 
 +++ واکنش شدید

 ها یافته
هـای   هـای مـوش    بررسی هیستوشیمیایی مقاطع بافتی از کلیه     

انـد بـه      مجـاورت داده شـده     MPA و   PNAبالغ که با دو لکتین      
 .قرار زیر است

در مقـاطع متعـددی کـه از منـاطق قشـری و              : PNAنتایج با   
های  با سلول ) 5(+ شدیداً   PNA لکتین   مغزی کلیه تهیه شده بود    

ایـن  . دهـد  کننده واکنش نشان مـی      های جمع  کننده لوله   مفروش
طور در منطقه گلژی برخـی از   واکنش در سطح سلولی و همین     

                                                 
1  Diaminobenzidine 2  Olympus BX50-F3 مدل 

سایر نواحی قشـری یـا بـا        ). 2و1تصاویر  (ها مشهود است     سلول
PNA          های لولـۀ     واکنش نداشته و یا این که در برخی از قسمت

کـه بـا    ) 1(+دهد    صورت بسیار خفیفی واکنش نشان می      هنله به 
 . مشخص گردیده است2ها در تصویر شماره  فلش

 نواحی گلژی و    3شود در تصویر     همان طور که مشاهده می    
های پروکسیمال نیز واکنش نسبتاً شدیدی به    سطوح سلولی لوله  

PNA هــر دو نــوع واکــنش بــه    ) 3(+ داده اســت ،PNA در  
 

 
 
 
 
 
 
 

 PNA که با لکتین (Medulla)مقطع کلیه در ناحیه مغزی : 1تصویر 
در سطح لومینال )  C(های جمع کننده ادرار  لوله. مجاور گشته است

 (h)لوله هنله . خود به شدت با این لکتین واکنش نشان داده اند
 10×20درشت نمایی . واکنشی به این لکتین نشان نمی دهند

 
 
 
 
 
 
 
 

. باشد  می1 چپ و بالای تصویر شماره بزرگنمایی سمت: 2تصویر 
 را PNAهای جمع کننده ادرار به لکتین  فلش ها به واکنش شدید لوله

 10×40درشت نمایی . به خوبی نشان می دهند
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 PNA که با لکتین (Cortex)مقطع کلیه در ناحیه قشری : 3تصویر 
یدی واکنش شد) C(لوله جمع کننده اولیه . مجاورت داده شده است

 نیز واکنش (P)های پوشاننده لوله پروکسیمال  سلول. را نشان می دهد
 و (g)، گلومرول (d)های دیستال  لوله.  دارندPNAبا شدت کمتری به 

. هیچ واکنشی به این لکتین ندارند) ستاره(فضای ادراری اطراف آن 
 10×40درشت نمایی 

ــه ــع  لول ــیمال و جم ــای پروکس ــاط  ه ــام مق ــدۀ ادرار در تم ع کنن
شوند در حالی که     آزمایش شده به صورت یکنواخت دیده می      

دهنـد   های دیستال و گلومرولهـا هـیچ واکنشـی نشـان نمـی             لوله
 ).3تصویر (

 
 
 
 
 
 

 
 

 MPA که با لکتین (Cortex)مقطع کلیه در ناحیه قشری : 4تصویر 
 (d)های دیستال  های پوشاننده لوله سلول. مجاورت داده شده است

های  واکنش در لوله. ه با فلش مشخص شده اندواکنش داشته ک
های پراکنده ای در  سلول.  یکنواخت و ضعیف است(P)پروکسیمال 
 10×40درشت نمایی .  واکنش نشان داده اندMPA به (g)گلومرول 

 PNA وضعیتی متفاوت بـا      MPAواکنش با    : MPAنتایج با   
هـا و    دارد ، به این ترتیب که گسـترش واکـنش در تمـام بـرش              

های  لوله. همین طور در تمام مناطق یک برش یکنواخت نیست        
های  سلول). 1(+پروکسیمال واکنش یکنواخت و خفیفی دارند 

های دیستال واکـنش بالنسـبه       ای در لوله    نسبتاً درشت و پراکنده   
 4کـه برخـی از آنهـا بـا فلـش در تصـویر               ) 3(+شدیدی دارنـد    

ای بـا     پراکنـده هـای    ها نیز سـلول    در گلومرول . اند مشخص شده 
MPA              واکنش داده اند که در مناطق گلـژی و سـطوح سـلولی 

 ).4تصویر (گردد  آنها مشاهده می
 بحث

 PNAدر این پژوهش هیستوشیمیایی با استفاده از دو لکتین          
 ، مقاطع مختلفی از کلیه موش بالغ مورد بررسـی قـرار             MPAو  

این دو لکتـین جهـت تشـخیص کربوهیـدرات انتهـایی            . گرفت
هــای قنــدی  کتوز و ان اســتیل گــالاکتوزآمین در زنجیــرهگــالا

وابسته به غشاهای سلولی ، مناطق گلژی و مـاده خـارج سـلولی       
علـل انتخـاب ایـن دو لکتـین         . نمایند بسیار اختصاصی عمل می   

چند موضوع است ، هر دو در تشخیص قند انتهـایی گـالاکتوز             
کـه   ایـن اول  . هایی نیـز وجـود دارد      مشترک هستند ، اما تفاوت    

PNA1      ــه ــر را کـ ــل آخـ ــد ماقبـ ــالاکتوز قنـ ــر گـ ــلاوه بـ   عـ
 دهــد و  هســت نیــز تشــخیص مــی 2ان اســتیل گــالاکتوز آمــین

 ســاکارید عملکــرد آن مشــخص نمــودن دی بــه عبــارت دیگــر 
Galβ (1→3)GalNac  23و18و15و6( است.( 

ساکارید   مشخص گردیده است که در بسیاری از موارد دی        
 سیالیک پوشـانیده شـده و در        مزبور توسط ملکول بزرگ اسید    

هنگام لزوم بـه ویـژه در طـی دوران تکـاملی بـه وسـیله آنـزیم                   
گـردد هضـم و      هـای مجـاور ترشـح مـی        سیالیداز کـه از سـلول     

هــای بیولوژیــک خــود آزاد  ســاکارید فــوق جهــت فعالیــت دی
  بـه طـور اختصاصـی قنـد انتهـایی          MPA 3امـا لکتـین     . شود می

α-D-galactose   ی قنـدی تشـخیص مـی دهـد        ها  را در زنجیره .
                                                 
1  Arachis hypogaea=Peanut 2  GalNac 3  Maclura pomifera = Osage orange 
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 تا حدودی بـرای مطالعـه هیستوشـیمیایی کلیـه           PNAاگرچه از   
ــا براســاس  ) 23-26و2(اســتفاده شــده اســت  ــا مطالعــات م ، ام

  به صـورت   HRPاستفاده از روش لکتین هیستوشیمی متصل به        
in situباشــد ، در صــورتی کــه مطالعــه دیگــران بــر روی   مــی

 با اسـتفاده از  in vitroصورت به ) 27و19(های ایزوله شده  لوله
 بـوده   1غلظت لکتین متفاوت و کانجوگه به رنگ دانه رودامین        

هـای   های فیکس نمونه و سایر پروسه است و به طور کلی روش   
تکنیکی با آنچه در این روش و مواد مورد استفاده این پژوهش            

 در MPAنکتــه دیگــری کــه از بــه کــار گــرفتن  . تفــاوت دارد
یایی ما وجـود دارد مقایسـه و نتـایج بـارزی        مطالعات هیستوشیم 

 .است که از آن به دست آمده است
MPAــه   ســلول هــای دیســتال  هــای نســبتاً درشــتی را در لول

مشخص نموده که در سطح سلولی و نواحی گلژی خود به این            
 PNAدر مقایسـه بـا      ). 4تصـویر   (انـد    لکتین واکنش نشـان داده    

، )3و2و1تصـاویر   (ود  ش ـ های بارزی بین آنهـا دیـده مـی         تفاوت
PNA      های جمـع کننـده      های لوله   با شدت بسیار زیادی با سلول

ــه    ــواحی قشــری و مغــزی واکــنش داده اســت کــه ب ادرار در ن
ــن ســلول   ــین ای ــه یق ــا همــان ســلول  احتمــال نزدیــک ب هــای  ه

باشـند کـه براسـاس مطالعـه بـا           می) 24و1-3(اینترکالیتد یا تیره    
) 7(و و گـاهی سـه نـوع         د) 29و28و7(میکروسکوپ الکترونی   

بنــدی  مختلــف آن را برحســب شــکل ظــاهری و عمــل تقســیم 
به طور مثـال بعضـی از محققـین بـا توجـه بـه وجـود                 . اند نموده

های موجود در    وزیکولهای سیتوپلاسمیک و تعداد میتوکندری    
آنها و خصوصیات سطح خارجی سلولی و شکل ظـاهری آنهـا            

هـای   در روش ). 16(د  ان ـ   نامگذاری کـرده   B و   Aرا به دو دسته     
) 22و19(تشخیصی لکتین هیستوشیمایی و میکروسکوپ نوری  

 PNAکه عمومیت بیشـتری دارد مشـخص گردیـد کـه لکتـین              
 برتری داشته و به طور کاملاً مـوثری در تعیـین            MPAنسبت به   

                                                 
1  Rodamine-PNA 

ها بـه وسـیله واکـنش بـا قنـدهای انتهـایی              محل دقیق این سلول   
 MPAی کـه لکتـین      سطوح سلولی نقـش اساسـی دارد در حـال         

تحقیقات نشان  . ها نبودند  قادر به تشخیص این سلول    ) 4تصویر  (
کننـده را در      هـای جمـع     درصـد سـلول    35-40داده که حـدود     

ترکالتیـد تشـکیل    ینهـای ا   ناحیه قشری کلیه پستانداران را سلول     
، عــلاوه بــر ایــن تعــدادی نیــز از آنهــا در قطعــه ) 30(دهــد  مــی

هـا   از نظر عملکردی این سلول    . ار دارند ارتباطی لوله هنله نیز قر    
و ) A) 16هــای   توســط ســلول(+H)بــا ترشــح یــون هیــدروژن 

در ایجـاد  ) B) 31هـای    بـه وسـیله سـلول     (-HCo3)کربنـات       بی
 باز ادرار نقـش دارنـد کـه تغییـرات آنهـا      –تعادل و تنظیم اسید   

باعــث بوجــود آمــدن اســیدوز حــاد تنفســی و اســیدوز مــزمن   
 عـلاوه بـر     PNA). 30-34و28و23و16و9(ردد  گ متابولیکی می 

هــای  هــای لولــه هــای جمــع کننــده بــا ســلول  هــای لولــه ســلول
 واکـنش   MPAپروکسیمال نیز واکنش نشان داده در حالی که         

که این موضـوع نمایـانگر      ) 3تصویر  (بسیار ضعیفی داشته است     
. هاسـت    در این لوله   (Gal-GalNac)ساکاریدی    وجود فعال دی  
هـای گلـومرولی      به سلول  PNAجه عدم واکنش    نکته جالب تو  

ای  های پراکنـده   به سلولMPA، در حالی که ) 3تصویر (است  
کـه طبیعـت    ) 4تصـویر   (نشان داده اسـت     واکنش  در گلومرول   

باشد و نیاز به مطالعـه و بررسـی          آنها هنوز برای ما مشخص نمی     
هرحـال بایـد گفـت       به. ها دارد  بیشتری برای شناسایی این سلول    

 در نــواحی قشــری و مغــزی PNAفــاوت غلظــت واکــنش بــه ت
ها در دو    القاعده در ارتباط با وظایف فیزیولوژیک این لوله         علی

 ).35(ناحیه مذکور است 
ــاوت  ــه تف ــا توجــه ب ــه    ب ــین در واکــنش ب ــین دو لکت هــای ب

ها در نـواحی     های کلیوی و همین طور توزیع این واکنش        سلول
ــاختارهای ت   ــایر س ــزی و س ــری و مغ ــه  قش ــه ادام ــریحی کلی ش
هـای متفـاوت دیگـر و        مطالعات ما براساس به کارگیری لکتین     

ــه کــردن   ــه   ســلول) 27و19(ســعی در ایزول هــای مختلــف کلی
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هـا شـاید     با شناسایی هیستوشیمیایی سطوح این سـلول      . باشد می
هــای ســلولی در کلیــه  قــدمی مثبــت در راه درک بهتــر فعالیــت

یمیایی کلیـه در دوران     مطالعـات لکتـین هیستوش ـ    . برداشته شود 
و مقایسـه   ) 36و16و10-12(هـا    جنینی و همین طور در بیمـاری      

 .باشد آنها با کلیه سالم بالغ نیز از اهداف آینده ما می

 تشکر و قدردانی
وسیله نویسندگان مقاله از سرکار خانم فاطمـه متجـدد           بدین

ــه خــاطر همکــاری  ــاتومی دانشــکده   ب  در آزمایشــگاه میکروآن
 .نمایند  ، سپاسگزاری میپزشکی مشهد
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