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 های حرکتی نخاع تمایزات هیستوشیمیایی نورون

 در طی امبریوژنز موش
 2یدکتر مهدی جلال،  2ش دکتر محمدرضا نیکرو، 1لدکتر علیرضا فاض

 چکیده
هـای بیولـوژیکی دارای نقـش        مطالعات مختلف نشان داده است که ترکیبات قندی در بسـیاری از پدیـده             :  هدف   ومقدمه  

توانـد اثـرات    تا آنجایی که هرگونه اختلال در ظهور و یا زمـان ظهـور ایـن ترکیبـات مـی            . ندکلیدی و بسیار بااهمیتی هست    
هایی است که در     لذا تکامل طبیعی در گرو ظهور به موقع آن دسته از گلیکوکانژوگیت           . نامطلوب بر تکامل جنین داشته باشد     

های حرکتی شاخ قدامی نخاع در گرو        گیری نورون  بنابراین شاید بتوان گفت که شکل      .های تکاملی نقش کلیدی دارند     پروسه
 .پیوندد ها و ماده خارج سلولی آنها به وقوع می تغییرات وسیعی است که در ترکیبات قندی سطح این سلول

 طـی روزهـای نهـم تـا چهـاردهم           ،  انجام پذیرفت  Balb/cدر این پژوهش که روی جنین موشهای نژاد          :هـا    مواد و روش  
هـای   سـازی بلـوک     انجام گرفت و آمـاده     B4Gآوری شده و پس از عمل فیکساسیون که با نرمالین و             ها جمع  حاملگی جنین 

در . آمیـزی شـدند     رنگ WFA میکرونی گردیده و جهت بررسی هیستوشیمیایی با لکتین          5های    اقدام به تهیه برش     ، پارافینی
 بررسـی و مقایسـه ترکیبـات     بـرای همچنـین   . ستفاده شد  نیز ا  PH = 5/2آمیزی زمینه از آلسین بلو با        ها برای رنگ   این نمونه 

هـای حاصـل از ایـن پـژوهش براسـاس            سـپس یافتـه   . ها فقط در مجاورت آلسین بلو قـرار گرفتنـد          قندی، بعضی از نمونه   
 .والیس مورد بررسی آماری قرار گرفتند  آزمون کروسکالبه وسیلۀها ، نسبت به لکتین درجه بندی شده و  العمل سلول عکس
هـای حرکتـی در طـی روز         ساز نورون  های پیش  العمل سلول  نتایج مربوط به این مطالعه نشان داد که اولین عکس          :ها   فتهیا

هـا   در طی روز چهاردهم بر تعداد ایـن سـلول  . شود سیزدهم جنینی به صورت پراکنده در حاشیه شاخ قدامی نخاع ظاهر می       
های مربوط به آنان نیز با این لکتین واکنش مثبت نشان  می نخاع و استطالههای بخش قدا افزوده شده و با قدری تاخیر ، سلول

در طی این   . شود ها افزوده می   دهند تا آنجا که در اواخر روز چهاردهم حاملگی به میزان قابل توجهی بر تعداد این سلول                 می
العمل با این لکتین هستند   فاقد عکس ،دان های حرکتی واقع شده های پیش ساز نورون هایی که در مجاورت سلول فرایند بافت

هایی باشند که در مرحله بعدی تمایزات آنها شروع          های پشتیبان بافت عصبی آینده و یا نورون        که احتمالاً ممکن است سلول    
 .خواهد شد

حرکتـی  هـای    ممکن است نقش کلیدی در تمایز نورونN-acetygalactosamineدهد که  ین نتایج نشان میا: گیـری    نتیجه
 .شاخ قدامی نخاع داشته باشد
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 مقدمه
هـای اساسـی     گیری سیستم عصبی مرکزی پدیده     برای شکل 

گیـری ایـن      تا زمینه شکل   دپیوندبوقوع  ه  تکاملی متعددی باید ب   
هـای کلیـدی کـه       یکـی از ایـن پدیـده      . ددستگاه را فـراهم آور    

ــه انــدام فــراهم    موجبــات تبــدیل ســلول بــه بافــت و بافــت را ب
ایـن پدیـده    ). 1(باشـد    مـی  1هـای سـلولی    میان کنش ،  نماید   می

شود که از    وجود آمدن نورواکتودرم و لوله عصبی می      ه  باعث ب 
آیـد ، میـان      وجود می  های مختلف دستگاه عصبی به     آن قسمت 

لی در طی تکامل سیسـتم عصـبی بسـیار پیچیـده          های سلو  کنش
های حسـاس    های متعددی در زمان    بوده و در این میان مولکول     

فعــال شــده و موجبــات بــروز رونــد مورفــوژنز لولــه عصــبی و  
وجود آمدن سه لایه اپانـدیمال ، مانتـل و مارژینـال را فـراهم                به
ایـن   نکته قابل توجه در این میان دستیابی به          ).4و3و2 (آورد می
الات اساسی است که چه عواملی در ظهور نواحی حرکتـی           ؤس

ــی  ــل م ــی دخی  ــ   و حس ــل م ــان عوام ــن می ــد و در ای ثر در ؤباش
 گیری ناحیه حرکتی نخاع کدامند؟ شکل

مطالعات نشان داده است کـه یکـی از عـواملی کـه پـس از                
گیری لوله عصبی در القاء نواحی مختلف آن مـؤثر واقـع             شکل
توکورد و اثـرات القـایی مربـوط بـه آن           شود وجود زائده نو    می

در ایـــن رابطـــه از اثـــرات القـــایی نوتوکـــورد در ). 5(اســـت 
 هـای شـکمی لولـه عصـبی و نهایتـاً تمـایز صـفحه کفـی                 بخش

Floor plateتوان به عنوان بخشی از وقایع حسـاس تکامـل     می
 مطالعات قبلی ما در این زمینه بیانگر تاثیر  ).8و7و6 (لوله نام برد  
 باشـد  ای مـی  گیری صفحه قاعـده  فی بر تمایز و شکلصفحه ک

هـا در طـی تمـایز لولـه          که بازگوکننده نقش گلیکوکونژوگیت   
اما در مورد تاثیرگذاری صفحه کفی     . )11و10و9(عصبی است   

های نورواکتودرمی و تبدیل آنها به صـفحه کفـی کـه             به سلول 
ــیش ــواحی حرکتــی مــی  خــود پ ــوز مطالعــات   ســاز ن باشــند هن

                                                 
1   Cell interactions 

لذا با توجه به مطالعـات قبلـی        . ی صورت نگرفته است   ا گسترده
ــایی    ــد انته ــا قن ــین ب ــانگر واکــنش اختصاصــی لکت -N کــه نش

acetylgalactosamine  ها و ماده خارج سلولی ناحیـه         در سلول
نوتوکورد و صفحه کفی است ، در این پژوهش سـعی گردیـد             

هـا   تا مطالعه هیستوشیمیایی بررسی و توزیـع گلیکوکونژوگیـت   
گیــری و تمــایز صــفحه کفــی در ناحیــه صــفحه   از شــکلبعــد 
ای مورد مطالعه و ارزیابی قرار گیرد تا به این سؤال پاسخ             قاعده

های خاصی همانند صـفحه      داده شود که آیا گلیکوکونژوگیت    
های حرکتی دخالـت     گیری و روند تمایز نورون     کفی در شکل  

دارند و اگر چنین است چه نوع گلیکوکانجوگیت اختصاصـی          
 دراین پدیده درگیر است؟

 ها مواد و روش
 کـه از مرکـز      Balb/c نـژاد      مـوش   سر 30 در این پژوهش از   

سازی رازی تهیه شده و در شرایط استاندارد آزمایشـگاهی       سرم
پـس  .  استفاده شـد  ،نگهداری و مورد مراقبت قرار گرفته بودند 

، روز صـفر حـاملگی در        گیری و مشاهده پلاک واژن     از جفت 
 نهـم تـا   هـا تعیـین گردیـد و در طـی روزهـای              ز نمونه هر یک ا  

چهاردهم حاملگی تحت بیهوشـی کـه بـا اسـتفاده از کلروفـرم              
های جنینی خارج و     ها به سرعت از پرده     ، جنین  صورت گرفت 

. دپس از شستشو با سرم فیزیولـوژی بـه فیکسـاتور منتقـل شـدن              
  عـدد 24ها به ازای هر یک از روزهای فوق الـذکر      تعداد جنین 

ــت  ــوده اس ــالین و   . ب ــاتور نرم ــژوهش از فیکس ــن پ   B4Gدر ای
 1/0 اسـتات سـدیم و    درصـد 1لر و جیـوه ،       درصد ک  6 محلول(

 بعـد از ایـن    . استفاده گردید ) درصد گلوتارالدئید در آب مقطر    
 د ،  ساعت در فیکساتور قـرار داده شـدن        24ها به مدت     که نمونه 

هـا در   ن جنـین شناسـی از ای ـ    های معمول بافت   بااستفاده از روش  
هـای   های ترانسورس و سـاژیتال اقـدام بـه تهیـه بلـوک             موقعیت

 . میکرونی تهیه گردید5های سریال  پارافینی شد و آنگاه برش
 HRP بود که بـا      WFAلکتین مورد استفاده در این پژوهش       



 3/  و دکتر جلالی دکتر فاضل ، دکترنیکروش …های حرکتی نخاع  تمایزات هیستوشیمیایی نورون
 

ایـن لکتـین کـه از طریـق هـلال احمـر از              . کونژوگه شـده بـود    
 منظور انجـام پروسـه      به،   خریداری گردیده بود     Merkشرکت  

 بـه   . رقیق گردید  PBS مولار   1/0لکتین هیستوشیمی در محلول     
.  میکروگـرم لکتـین بـود      10لیتر آن دارای     ای که هر میلی    گونه

آنگاه مقاطع پس از حذف پارافین و آبدهی ، به منظور حـذف             
 دقیقـه در محلـول لوگـل قـرار          10املاح اضافی جیوه به مـدت       

 به مدت   PBSوی بافت ها با محلول      داده شدند و پس از شستش     
در خاتمــه پــس از .  ســاعت در معــرض لکتــین قــرار گرفتنــد2

 به مدت ده دقیقه در معـرض محلـول          PBSها با    شستشوی برش 
PBS   درصــد 1/0 درصــد دی آمینوبنزیـدین و  3/0 کـه حـاوی 

هـا   پس از شستشوی مجدد نمونه    . آب اکسیژنه بود قرار گرفتند    
آمیـزی    رنـگ  PH = 5/2سین بلـو بـا       و آب جاری با آل     PBSبا  

هـای مـورد نظـر توسـط همکـاران طـرح بـه               سپس برش . شدند
ــرار    ــی ق ــورد بررس ــه م ــورت جداگان ــه و  ص ــیلۀ گرفت ــه وس  ب

براساس واکـنش آنهـا     .  تصویربرداری شد  BH2میکروسکوپ  
به لکتین رتبه بندی شدند و نتایج حاصل جهت مطالعـه آمـاری        

یس مـورد تجزیـه و تحلیـل       با استفاده از آزمون کروسـکال وال ـ      
 .است بوده درصد95  ضریب اطمینان مطالعه).9-11(قرار گرفت 

 ها یافته
تکامــل دســتگاه عصــبی مــوش از روز هفــتم و تحــت تــاثیر 
ــبی     ــاودان عصـ ــد ونـ ــاز شـ ــورد آغـ ــایی نوتوکـ ــرات القـ  اثـ

Neural groove  که پیش درآمد پیدایش لوله عصبی اسـت در 
در طـی روز    . ن نمـود  سطوح پشتی جنین شـروع بـه ظـاهر شـد          

دوازدهــم جنینــی مقطــع عرضــی نخــاع دارای دو لایــه ســلولی 
) ماده خاکستری آینده  (تشخیص داده شد که اپاندیمال و مانتل        

یک لایه نـازک مارژینـال کـه در آینـده مـاده          . شوند نامیده می 
سفید را خواهد ساخت در روزهای بعد در خارج دو لایه اولیـه    

هـای مربـوط بـه ایـن ناحیـه نشـان             بررسـی بـرش   . شود ظاهر می 
دهد که این لایه در صفحه کفـی دارای تـراکم بیشـتری در               می

 .باشد مقایسه با صفحه بالی می
دهد که تا روز سیزدهم      همچنین نتایج این پژوهش نشان می     

بلـو   العمل مثبتی با آلسین    الذکر دارای عکس   جنینی نواحی فوق  
ع فاقـد واکـنش بـا       بوده در حالی که واکنش لوله عصبی و نخا        

های  در طی روز سیزدهم جنینی برخی از سلول       . باشد لکتین می 
ای کـه شـاخ قـدامی نخـاع را خواهـد             ای مانتل در ناحیه    حاشیه

 از خود نشان دادنـد در       WFAساخت واکنش شدیدی با لکتین    
های این ناحیه و ماده خارج سلولی        حالی که بخش عمده سلول    

در طـی ایـن روز همچنـین        . شندبا مجاور فاقد واکنش مثبت می    
سطح لومینال لایه اپاندیمال دارای عکس العمـل مثبـت بـا ایـن              

 ). 1 تصویر(لکتین می باشند 
 
 
 

 

 
 

 . روزه موش13مقطع عرضی نخاع جنین : 1تصویر
های حرکتی  های پیش ساز نورون در این نما تعداد محدودی از سلول

یداً واکنش نشان  شدWFAکه به صورت پراکنده با لکتین ) فلش(
در این تصویر ماده خارج سلولی در محدوده . شوند اند دیده می داده

علاوه بر ). ستاره(صفحه کفی لوله عصبی دارای واکنش مثبتی هستند 
های قدامی نخاع  خصوص در محدوده طنابه  ب(Pa)این نرم شامه 

ه این واکنش ب. باشد دارای واکنش شدیدی نسبت به این لکتین می
در . یابد یج در نرم شامه ناحیه خلفی طرفی لوله عصبی کاهش میتدر

 شاخ (Vh) .شود این ناحیه واکنش شدید لایه اپاندیمال نیز مشاهده می
   فضای زیر عنکبوتیه(Sa) طناب قدامی ، (F)قدامی نخاع ، 

 )150نمایی  درشت(

هـایی کـه احتمـالاً پـیش         در طی اوایل روز چهاردهم سلول     
 حرکتـی شـاخ قـدامی نخـاع هسـتند و دارای             هـای  ساز نـورون  

باشـند دارای    ای طناب قدامی می    تراکم زیادی در بخش حاشیه    
باشد در حـالی کـه طـی ایـن روز            واکنش شدیدی با لکتین می    

ــلول ــان      س ــه بی ــروع ب ــدامی ش ــاب ق ــزی طن ــای بخــش مرک ه
 N-acetylgalactosamineی  ها با قنـد انتهـای      گلیکوکونژوگیت
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العمل ضعیفی با لکتین فوق  یجه دارای عکسکه در نت نمایند   می
  ).3و2تصاویر (باشد  می

 
 
 
 
 
 

  . روزه موش14 مقطع عرضی نخاع جنین  :2تصویر 
های پراکنده درشتی که در حاشیه شاخ  در این تصویر نیز سلول

 WFAشوند که منطقه گلژی آنها با لکتین   دیده می(Vh)قدامی نخاع 
تر این  در نواحی عمقی).  های بزرگفلش(اند  به شدت واکنش داده

نیز با واکنش ) های کوچک فلش(بخش از نخاع ماده خارج سلولی 
در این تصویر نیز ماده . کمتری نسبت به این لکتین قابل مشاهده است

 بر این لکتین واکنش نداده است در حالی که نرم شامه (F)سفید 
 )400نمایی  درشت (مجاور آن به شدت واکنش داده است

 
 
 
 
 
 

.  در ناحیه شاخ قدامی نخاع2 ر ، تصویربزرگنمایی بیشت : 3تصویر 
تر به نظر  های مجاور درشت هایی که در مقایسه با سلول سلول

. اند  شدیداً واکنش دادهWFAنسبت به لکتین ) ها فلش(رسند  می
خصوص در ه شود این واکنش ب گونه که در تصویر مشاهده می همان

هایی   در همین ناحیه استطاله.شود ها دیده می سلولناحیه گلژی این 
 .شوند که دارای واکنش مثبت هستند نیز دیده می) ستاره(

 )1000نمایی  درشت(

هـایی کـه بـا ایـن      در اواخر روز چهـاردهم بـه میـزان سـلول       
ای افـزوده    دهد به میـزان قابـل ملاحظـه        لکتین واکنش نشان می   

 دار اســت ی معنــیشــود کــه ایــن افــزایش بــه لحــاظ آمــار  مــی
)05/0P< .(    های این   تری در استطاله   این روند با درجات خفیف

شــایان ذکــر اســت کــه در . خــورد هــا نیــز بــه چشــم مــی ســلول
هـای حرکتـی در طـی        سـاز نـورون    هـای پـیش    حدفاصل سـلول  
ــوق  ــای ف ــلول  روزه ــذکر س ــد     ال ــه فاق ــد ک ــود دارن ــایی وج ه

رسد که   ر می باشند که چنین به نظ     العمل با این لکتین می     عکس
 .های پشتیبان در نواحی فوق باشد ساز سلول  ها پیش این سلول
 بحث

هـای   گیری لوله عصبی و به وجود آمـدن لایـه          پس از شکل  
های عصبی یکی از مراحل حسـاس و         مختلف آن ، تمایز سلول    

باشد کـه در نهایـت منجـر بـه           بحرانی در شکل گیری نخاع می     
ــا عملکرده ــ ظهــور هســته ای مختلــف حســی، هــای متفــاوت ب

بررسـی مقـاطع میکروسـکوپی      . شـود  حرکتی و خودمختار مـی    
ــد    جنــین مــوش در طــی روزهــای مختلــف نشــان داد کــه رون

هـای حرکتـی در      گیری نـواحی حرکتـی و متعاقبـاً هسـته          شکل
شود و اولین    ل روز سیزدهم جنینی شروع می     ینخاع موش از اوا   

باشـند   ا مـی ه ـ ها که مبین شروع تمایز دراین سـلول    العمل عکس
. شـود  ای ناحیه شاخ قدامی نخاع انجام مـی        های حاشیه  در سلول 

 ها افـزوده شـده ضـمن ایـن         در طی روز بعد بر میزان این سلول       
العمــل  هــای بخــش مرکــزی ایــن ناحیــه نیــز عکــس کــه ســلول

ایـن پیشـامدها مبـین      . دهنـد  تری با این لکتین نشـان مـی        ضعیف
 مختلـف آن را مـورد       تـوان از ابعـاد     چندین واقعه است که مـی     

کـه   با مراجعـه بـه منـابع مختلـف نظـر بـه ایـن          . بررسی قرار داد  
ای در   ها ناشناخته بـوده و تـاکنون مطالعـه         ماهیت این نوع سلول   

کـــه چـــرا ایـــن  ایـــن زمینـــه صـــورت نگرفتـــه اســـت و ایـــن
ها از ناحیه سطحی شروع شده و سـپس بـه نـواحی              العمل عکس

این دلیل است که در طـی       ، به   )12(ابد  ی عمقی هم گسترش می   
های اپاندیمال و مهاجرت  گیری لوله عصبی ، تکثیر سلول    شکل

شود کـه در آینـده    گیری لایه مانتل منجر می     آنها به عمق شکل   
لذا با توجه به این  ). 13(ماده خاکستری نخاع را خواهد ساخت       

هایی که در ناحیه سطحی مانتل قرار دارنـد نسـبت بـه              که سلول 
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العمـل بـه     شـاید عکـس   ،  باشـند    تر می  تر، مسن  قیهای عم  سلول
هـای عمقـی     ها نسبت به سـلول     پذیری دراین سلول   شدت رنگ 

 .در این ناحیه قابل توجیه باشد
تـوان بـه آن اشـاره     بعد دیگری که در بـروز ایـن وقـایع مـی     

 این موضوع است که در طی تکامل لوله عصبی ، اثـرات             ،نمود
ملـه نوتوکـورد دارای اهمیـت      القایی عناصر مجاور بـه آن از ج       

 مطالعات تجربی نشان داده اسـت کـه         ).11و5(باشد   ای می  ویژه
هـا   های صفحه کفـی و موتونـورون       در غیاب نوتوکورد ، سلول    

 در همین زمینه مشـخص شـده اسـت          ).14-16(یابند   نمیتمایز  
توان با القـاء اکتوپیـک و بیـان گسـترده      که پیوند نوتوکورد می   

Vhh-1  های صفحه کفی را به دنبال داشته       ایز سلول  موجبات تم
 هـای   هـای صـفحه کفـی بـا بیـان ژن           از طرفی سلول  ). 12( باشد

HNF-3β ، HNF-3α  جملــه   در تمــایز نــواحی مختلــف و از
 ).19و18و17و15و14 (هــا نقــش اساســی دارنــد    موتونــورون

مطالعات مربوط به این زمینه نشان داده است که بیان اکتوپیک           
ــی در       مHNF-3βژن  ــفحه کف ــای ص ــروز مارکره ــه ب ــر ب نج

 و حتی این )21و20 (شود های ناحیه پشتی لوله عصبی می     سلول
موضوع به اثبات رسیده است که جوانه خلفـی انـدام در تمـایز              

نمایـد و احتمـالاً ایـن        صفحه کفـی بـه نـوعی ایفـای نقـش مـی            
 ممکـن اسـت در تمـایز صـفحه کفـی و             Shhهـا بـا بیـان        سلول

اما هنوز مشخص نیسـت کـه       . ش داشته باشند  نواحی حرکتی نق  
هـا    موجـب تمـایز موتونـورون      Shhها مستقیماً با بیان      این سلول 

که اول موجبات تمایز صـفحه کفـی را فـراهم     شود و یا این  می
ــی ــاء در      م ــفحه موجــب الق ــن ص ــد ای ــه بع ــد و در مرحل آورن

 .)22و13 (شود ها می موتونورون
گیـری   رتبـاط بـا شـکل     با توجه بـه اثـرات القـایی فـوق در ا           

اول این که ممکـن     . های حرکتی دو احتمال وجود دارد      نورون
های مختلـف در اولـین وهلـه دارای          است این نواحی با بیان ژن     
هـای سـطحی ناحیـه صـفحه کفـی را            اثرات القایی روی سـلول    

هـا در طـی روز       العمل این سلول   داشته باشند که منجر به عکس     
تـر بـا     های عمقی  وز بعد ، سلول   شود و طی ر    سیزدهم جنینی می  

تاخیر به این اثر القایی پاسخ داده و شروع به بیان قند مربوطـه و    
از طــرف دیگــر ممکــن اســت کــه  . نماینــد العمــل مــی عکــس

هـای سـطحی ایـن       نوتوکورد صرفاً موجبات تمایز را در سـلول       
ها با مهـاجرت   آورد و طی مرحله بعد این سلول       ناحیه فراهم می  

های مختلف نخاع موجبـات      تر و تجمع در بخش     به بخش عمق  
 .آورد ظهور مراکز حرکتی را فراهم می
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