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 :چكيده
از آنجائيكه تمام سلولها در روي سطوحشان كربوهيدراتها را به اشكال گوناگون گليكوپروتئينها، گليكوليپيدها،           

ات از طرفي كربوهيدراتها  حاوي پتانسيل فوق العاده اي براي كشف رموز اطلاع پلي ساكاريدها حمل مينمايند و
بيولوژيكي بوده و همچنين در ماتريكس خارج سلولي هم موجود ميباشند لذا اين پژوهش با هدف شناسائي قندهاي 
انتهايي منطقة شفاف در طي روند تكاملي فوليكولها انجام گرديد ناحيه اي كه بعنوان ماتريكس خارج سلولي ، حاصل 

 .ل فوليكول تشكيل ميگرددهمكاري مشترك اووسيت و سلولهاي فوليكولي در حين تكام
تعداد شصت راس موش بالغ كه داراي  علائمي از سيكل تخمداني بودند انتخاب شدندو تخمدانهاي آنها خارج           
بعد از طي مراحل پاساژ در بلوكهاي پارافيني قرار داده شدند و از آنها برشهايي با ضخامت سه ميكرون تهيه . گرديد

 ، BSA1 ، PNA دراين مطالعه از پنج نوع لكتين. روش هيستوشيمي لكتيني رنگ آميزي شدندگرديد و سپس مقاطع با 
WGA ،DBA ،Con Aاستفاده گرديد . 
 كمي ديده شد كه Con A در طي چرخة تخمداني منفي بود ولي نسبت به لكتينBSA1واكنشها نسبت به لكتين           

 DBA،WGA،PNAكتوز ميباشد و با توجه به واكنش نسبت به لكتينهاي بيانگر درگيري بسيار كم گلوكز، مانوز و گالا
استيل گلوكز آمين و اسيد سياليك در طي روند تكويني فوليكولها مورد -استيل گالاكتوز آمين و ان-حضور بقاياي ان

 .بررسي قرار ميگيرد
در اين مطالعه توسط دو لكتين اختصاصي استيله گالاكتوز و گلوكز شايان توجه است كه -اهميت حضور بقاياي ان          

 .آنها به اثبات رسيد
 

  لكتين/ گليكوكونژوگيت / مدان خت: كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
      بــراي رســيدن بــه يــك لقــاح موفــق، اســپرماتوزوئيد  
ميبايست پوشش خارج سلولي تخم يعني منطقـة شـفاف را     

  ود پوششي كه غشاءـــل شــــتشخيص داده و به آن متص
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 اين غشـاء  . پلاسمايي اووسيت پستانداران را در بر مي گيرد       
 ضخيم بوده وحاوي ماتريكس خارج سلولي با ميـزان          "انسبت

اين ماتريكس حـداقل چهـار نقـش        .بالائي گليكان مي باشد   
 :مهم در طي تكامل فوليكول ايفاء مي نمايد
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 نمائي از انـدوكرين طبيعـي در طـول تكامـل،            تنظيم) ١
تشكيل ) ٣تشكيل سدي در مقابل لقاح غيرگونه اي،        ) ٢

ــي از      ــپرمي در بعض ــد اس ــاح چن ــل لق ــدي در مقاب س
محافظت جنين در طي تكامل دوره پيش       ) ٤پستانداران  

 ).١-٤(از لانه گزيني 
ل       در اين مطالعه به نقش كربوهيدراتها در مرحلـة او        

ضـمن آنكـه نقـش     .شـود  از مراحل مذكور پرداخته مـي  
 اتصــال "اتها در خيلــي از مراحـل لقــاح خاصـا  كربوهيـدر 

 .باشد به منطقة شفاف مشخص مياسپرم 
      مشاركت بقاياي قندهاي مـانوز و فوكـوز در اتصـال           
اسپرم و منطقة شـفاف بـه ميـزان وسـيعي در مطالعـات       

شـاركت  و همچنـين م   ) ٥(گذشته صـورت گرفتـه اسـت      
در طـي  استيل گلوكز آمين منطقـة شـفاف    ـ  بقاياي ان

 بررسي شده  و در جاي       "عكس العمل منطقة شفاف قبلا    
ديگر بكاربردن لكتين خاص آن سبب مهار كامل اتصـال          

از آنجائيكه لكتينها موادي با دقـت       ). ٥(اسپرم شده است  
و حساسيت بالا براي شناسائي قندهاي انتهـائي هسـتند          

مطالعه  توزيـع طبيعـي گليكوكونژوگيتهـا در         لذا در اين    
طي روند تكامل فوليكول و بطـور اختصاصـي در منطقـة      

بدون شك تعيين توزيـع طبيعـي       . شفاف بررسي ميشود  
اين تركيبات راه را  براي درك حـالات غيـر طبيعـي در              
ناباروريهــاي بــا منشــاء جــنس مؤنــث تســهيل نمــوده و 

هت جلوگيري  همچنين مي تواند سبب ابداع روشي نو ج       
 ).٦(از باروري طبيعي گردد

 :روش كار
در ايـن پـژوهش از موشـهاي          :حيوانات مورد آزمايش        

 هفته و   ٨-١٢ با سن    N-MARIجوان نژاد ) سوري(سفيد
اين موشها در سن پنج     .  گرم استفاده شد   ٢٥-٣٠با وزن   

هفتگي از مؤسسة رازي ابتياع و جهت عادت به محيط و           
رطوبـت و    ، سرما ، گرما(ل فيزيكي برقراري شرايط معمو  

و تغذيه به حيوانخانه بخش علوم تشـريح دانشـكده          ) نور
. پزشكي دانشگاه علوم پزشـكي تهـران منتقـل گرديدنـد          

سپس بعد از رسيدن به سن بلوغ و با مشاهدة تغييراتـي            
و پس از اطمينان از آغاز سيكل       ) ٧(در نماي واژينال آنها   

مدانهاي آنها خارج و در     جنسي با قطع نخاع بلافاصله تخ     
 .ثابت گرديدند% ١٠محلول فرمالين

      در اين مطالعه  تعداد شصت عدد موش مـاده مـورد     
استفاده قرار گرفت كه در هر برش  مقـاطع مختلفـي از             

 ا در طي چرخة تخمداني وجود داشت مقاطع ـــفوليكوله

 
مختلف فوليكولهـا بـه دسـته هـاي زيـر تقسـيم بنـدي               

 ):٨-١١(گرديد
اين مرحله تحت عنـوان فوليكولهـاي در حـال           : Iمرحلة

 :ناميده مي شودكه شامل) Resting follicles(استراحت
، هنگامي است كه اووسيت ها      Primordialفوليكول  ) الف

توسط لايه اي از سلولهاي پهن فوليكـولي در بـر گرفتـه             
 .مي شود

 ، اووسيت توسط مخلوطي از      Intermediateفوليكول   )ب
 .اي پهن و مكعبي احاطه شده استسلوله

، هنگامي است كه اووسيت توسـط       Primaryفوليكول   )ج
 .سلولهاي مكعبي در بر گرفته مي شود

ــة ــول :  IIمرحل ــا  Secondary(Growing)فوليك ــه ب ، ك
افـزايش رديفهـاي مختلـف سـلولهاي مكعبـي فوليكــول      

 :وظهور فضائي در بين آنها مشخص مي شود كه شامل
، كـه عبـارت از هنگـام ظهـور          Preantralفوليكـول : الف  

 .فضاها بصورت پراكنده در بين سلولهاست
 حجم  يك سوم ، وقتي است كه فضا      Antralفوليكول: ب  

 .فوليكول را در بر گيرد
ــة ــول Tertiary(Graafin)فوليكـــول :  IIIمرحلـ ، فوليكـ

حجـم  دو سـوم    با فضائي بزرگتـر از       انتخاب شده است و   
 .فوليكول مي باشد

، فوليكولي است كـه     Preovulatoryفوليكول  :  IVمرحلة  
 .است گذاري آماده جهت تخمك

پـس از ثابـت شـدن،        : آماده سازي بافـت و رنـگ آميـزي        
تخمدانها  از محلول فرمالين خارج شدند و پس از چنـد            

تشو در آب مقطر طبق روال معمول بافت شناسي سبار ش
قالب گيري گرديدند و سپس برشهايي به ضـخامت سـه           

كرون تهيه شد و از هر مورد يك مقطع جهت بررسـي            مي
نماي كلي با روش هماتوكسيلين و ائوزين رنـگ آميـزي           
شده و با ميكروسكوپ نوري بررسي گرديدند كـه اينكـار           
جهت سـنجيدن كيفيـت مقـاطع و تاييـد صـحت تهيـه              

 .مقطع صورت گرفت
لكتينهايي كه از طريق هلال احمـر       : لكتين هيستوشيمي   

ي ايران از شركت سيگما خريداري شـده        جمهوري اسلام 
اين لكتينهـا تمامـاً بـا       . بودند، مورد استفاده قرار گرفتند    

Horseradish Peroxidase(HRP) متصل بوده و در بـافر  
PBS   گرم كلريد   ٠٢/٠ گرم كلريد منيزيوم،     ٠٢/٠ حاوي 

 رقيق شـدند    pH=6.8 گرم كلريد كلسيم و      ٠٥/٠منگنز،  
 فر ده ميكروگرم در ميل ليتر بطوريكه غلظت لكتين در با
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انتخاب شـد پـس از آب دادن مقـاطع بـه روش معمـول         
 بافت شناسي و حذف پيگمان كلريد براي خنثـي كـردن          

Endogenose Peroxidase    بمدت پـنج تـا ده دقيقـه در 
 آب اكسيژنه در متانول قرار گرفتنـد آنگـاه          ٠١/٠محلول  

شده مقاطع بمدت يك ساعت در محلول بافر شتشو داده  
و بمدت دو ساعت در اتاقك مرطوب در مجاورت لكتينها          

تشو در محلول بافر مقاطع در      سقرار داده شدند پس از ش     
.  و بافر بمدت ده دقيقه قرار گرفتند       DABمحلول حاوي   

آب   در بافر بوده و    DAB گرم   ٠٣/٠محلول فوق با غلظت   
ميلـي ليتـر      ميكروليتر بـه ازاء هـر      ٢٠٠اكسيژنه بميزان   

پس از خارج كـردن مقـاطع از        .  محلول اضافه شد   بافر به 
محلــول فــوق بمــدت پــنج تــا ده دقيقــه در آب جــاري 

و بلبمدت پنج دقيقه در آلسين  سپس .شدند داده شستشو
pH=2.5         آنگـاه بقيـه    .  جهت رنـگ زمينـه اسـتفاده شـد

مراحل آماده سازي مقـاطع بـا روشـهاي معمـول بافـت             
صالي براي پنج سپس  توزيع مناطق ات. شناسي انجام شد

مـورد اسـتفاده    Gony (1997)نوع لكتين براساس روش 
ــت  ــرار گرف ــتفاده از    . ق ــا اس ــن روش و ب ــاس اي ــر اس ب

ميكروسكوپ نـوري درجـه بنـدي شـدت رنـگ آميـزي             
 ).١٢-١٤( زير بدست آمدمطابق جدول 

 
 جدول درج بندي شدت رنگ آميزي

 

 تعريف
 نشد ملاحظه رنگي هيچ -

 كم بسيار آميزي رنگ شدت ±

 كم آميزي رنگ شدت +

 متوسط آميزي رنگ شدت ++

 زياد آميزي رنگ شدت +++

 
آميزي، اطلاعـات آن     رنگ هر به مربوط جداول تهية از پس

 ــ ــاليز ه كدگــذاري گرديــد و توســط كــامپيوتر ب روش آن
ــكال   ــارامتري كروس ــر پ ــة غي ــانس يكطرف ــيس -واري وال

(Kruskall-Walis) وبا استفاده از برنامة SPSSناليز شد  آ
 Mann-Whitneyو سپس تحليل آمـاري توسـط تسـت          

 .انجام شد
 :نتايج 
در نتايج توزيع مناطق اتصالي براي پنج نوع لكتين       
 همچنين تحليل آماري نشان داده شده است و  ١ول جد

 
 اختلاف معني داري را بين فوليكولها نشان P<0.05با 
 .داد

 
  فوليكولها شدت رنگ آميزي مراحل مختلف :١ جدول

 توسط لكتينها 
 

Lectins 

Follicles
BSA1 DBA PNA WGA ConA 

Primordial - - + ++ - 

Intermediate - - + + - 

Primary - + ++ + - 

Secondry - ++ +++ ++ ± 

Tertiary - +++ +++ ++ ± 

Preovulatory - +++ +++ ++ ± 

 
 Conavalia ensiformiaرنگ آميزي لكتين:  ConAلكتين 

(ConA) نشان ١ جهت ايجاد نواحي مشخص در شكل 
 تا Intermediateداده شده كه با مطالعة فوليكولهاي 

Preovulatoryبيان گرديده است  . 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 آميزي رنگ از استفاده با فوليكولي تكامل روند :١شكل
 شده داده نشان ConA لكتين توسط هيستوشيمي

 فوليكول) A). ميباشد برابر ١٠٠٠ عمقاط تمام بزرگنمايي(است
Intermediate  مرحلة I، B (فوليكول Preantral مرحلة II، C (

 ،II مرحلة Postantral فوليكول) II، D مرحلة Antral فوليكول
E (فوليكول Tertiary مرحلةIII. 
 

 براي اتصالي محل هيچ شفاف منطقة : BSA1 لكتين
 است نداده شانن فوليكولها بلوغ جهت در BSA1 لكتين

 ).٢ شكل(
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 توسط كه فوليكول تكاملي روند از متوالي مراحل: ٢شكل
 تمام( است گرديده هيستوشيمي آميزي رنگ BSA1لكتين
 برابر ٤٠٠ بزرگنمايي E نماي ولي برابر ١٠٠٠ بزرگنمايي قطعات
 Preantral فوليكول)I، B مرحلة Primary فوليكول)A).دارد

 فوليكول) II، D مرحلة Antral ليكولفو)II، C مرحلة
Tertiary مرحلة III،E (فوليكول Preovulatory مرحلةIV 

 
 از شفاف منطقة جهت قندي هاي نشانه:  WGAلكتين
 تراكم ٣شكل در آنها بلوغ تا فوليكولها تكامل اولية مرحلة

 Triticum vulgaris لكتين با آميزي رنگ در را يكساني

(WGA) دهد مي نشان. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 لكتين توسط فوليكول تكامل لكتيني العمل عكس :٣شكل

WGA ١٠٠٠ مقاطع تمام بزرگنمايي( است شده داده نشان 
 فوليكول)I ، Bمرحلة Intermediate فوليكول) A).است برابر

Preantral مرحلةII،C (فوليكولAntral مرحلةII، D (فوليكول 
Tertiary مرحلةIII.                  

 

 Arachis hypogaeaلكتين با آميزي رنگ تراكم : PNAنلكتي

(PNA) اين در. يابد مي افزايش فوليكولها بلوغ همراه 
 در PNAلكتين از اي پيشرونده اتصال افزايش مشاهدات
 Preovulatory فوليكول تا Iمرحلة Intermediateفوليكول

 .)٤شكل (دارد وجود IVمرحلة در

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  لكتين بكاربردن با فوليكول تكامل از اليمتو مراحل :٤شكل
PNA مقاطع بزرگنمايي(شود مي داده نشان A وD برابر ٤٠٠ 
 Intermediate فوليكول) A. )است برابر ١٠٠٠ C و  Bولي

 فوليكول) II، C مرحلة Preantral فوليكول) I، Bمرحلة
Tertiary مرحلة III، D(فوليكول Preovulatory مرحلة.IV 

           
 لكتين اتصالي محلهاي تشخيص در:  DBAلكتين

Dolichos biflorus(DBA) منطقة در ضعيفي اتصال 
 فوليكولهاي از تكاملي مراحل طي در فوليكول شفاف

Primary تا  Preantral در سپس اما شود مي ديده 
 را مثبتي واضح پاسخ شفاف منطقة تكامل بعدي مراحل
 .)٥شكل (دهد مي نشان

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 طي در DBA لكتين اتصالي مناطق گيري قرار محل : ٥ شكل
 مقاطع تمام بزرگنمايي(شود مي مشاهده فوليكول بلوغ
 فوليكول) I، Bمرحلة Primary فوليكول) A). است برابر١٠٠٠

Preantral مرحلة II، C (فوليكول Antral مرحلةII، D (
 Preovulatory فوليكول) III، E مرحلة Tertiary فوليكول

 .IV رحلةم
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 :بحث
      منطقة شفاف يـك پوشـش شـفاف ضـخيم و غيـر             
سلولي است كه غشاء پلاسمائي اووسـيت پسـتانداران را          

اين ساختمان نقشهاي   . رشد در بر ميگيرد    مراحل تمام در
مهمي را در طـي اووژنـز، لقـاح و تكامـل پـيش از لانـه                 

مطالعات قبلي بـر روي     ). ١٥(گزيني جنين ايفاء مي كند    
 شفاف قوياً بيانگر اين است كه  اين پوشـش يـك           منطقة

، كه بر اسـاس چنـدين مطالعـة         )١٦(گليكوكاليكس بوده 
گزارشـاتي  ).١٧،١٨( رنگ آميزي لكتيني مطرح مي شود     

مبني بر مشاركت قندهاي نشاندار شده بـا راديـو اكتيـو            
 ).١٩(وجود دارد

      بيان شده است كـه توزيـع بقايـاي قنـدي در طـي              
در اين رونـد تغييـرات      ). ١٨(ر است يت متغ تكامل اووسي 

سريع ساختمان كمپلكس كربوهيدراتي در طـي تكامـل         
بـراي ديگـر بافتهـا هماننـد        ) ١٩(ژيوو پاتول ) ١٨(جنين

ــاختماني     ــري سـ ــيده ودرگيـ ــات رسـ ــيت باثبـ اووسـ
گليكوكونژوگيتها در ارتباطات سلول به سلول مانند لقاح        

و ) ٢٠( شــده اســتبطــور گســترده اي تجزيــه وتحليــل
 بـر نقـش قطعـي آنهـا در همراهـي            چندين مطالعه دال  

العمـل   گليكانها در منطقة شفاف و در ارتباط بـا عكـس          
همچنين بعـد از لقـاح      ). ٢٠(اسپرم و اووسيت وجود دارد    

روند اتصالي قندها در طي تكامل، تحت تشـخيص تـواتر           
اوليگوسـاكاريدها همـراه بـا گليكوكونژوگيتهـاي منطقــة     

نتايج حاضر نشان مي دهـد كـه توزيـع          . مي باشد شفاف  
بقاياي قندهايي كه هـدف لكتينهـاي مربوطـه هسـتند،           
بسيار جالب اسـت و مسـير تغييـرات بيوشـيميائي آنهـا             
نشانگر تغيير ساختمانهاي قندي در طول تكامل و بلـوغ          

 .اووسيت مي باشد
 ،كـه در مراحـل      HRP      از پنج نوع لكتين متصل بـه        

 فوليكولها مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد دو          مختلف تكامل 
 "كلا .غ فوليكولها نمايان نگرديدند   نوع از آنها در مسير بلو     

محلهاي اتصالي مشخصي را در BSA1وCon Aلكتينهاي 
اين رفتار لكتينها در . مراحل تكامل اووسيت نشان ندادند 

مشاهده منطقة شفاف منعكس كنندة عدم حضور رفتـار         
 مــانوز همــراه بــا -Dگلــوكز و-D  بيوشــيميائي قنــدهاي

D-     گالاكتوز بترتيـب در ارتبـاط بـا لكتينهـايCon A و 
BSA1      در ارتباط  . در تمام مسير تكامل فوليكول ميباشد

 در هنگـام  Con Aبا اين يافته، مهـار غيـر مـؤثر لكتـين    
 ه ــــاتصال اسپرم و غشاء اووسيت مد نظر قرار گرفت، ك

 
نوز در غشـاء اووسـيت در     ثابت گرديد بقاياي گلوكز و مـا      

مطالعــة مهــاري ).٢١(هنگــام لقــاح درگيــر نمــي شــود 
 كـه ثابـت كننـده بقايـاي گـالاكتوز اسـت             BSA1لكتين

 ).٢٢(حضور آنرا در لقاح منكر مي گردد
 اثبات كنندة تمايل " قوياWGA      از طرف ديگر لكتين   

. آن در تكامل اووسيت از مراحل اوليه تا انتهائي مي باشد
 رفتار اتصالي به منطقة شـفاف را در برابـر           WGAلكتين  

اســتيل گلــوكزآمين و اســيد -انD -حضــور بقايــاي بتــا
در . سياليك در تمام طول مراحل تكاملي فوليكـول دارد        

اسـتيل  -طي اين مسـير شـاهد حضـور مـؤثر بقايـاي ان            
گلوكزآمين در اتصال اسپرم با منطقة شفاف وجـود دارد          

  ، GlcNAcتصاصـي همچنانكه اووسيت حاوي لكتـين اخ     
 ســبب عــدم بــروز عكــس العملهــاي اتصــالي بــه اســپرم 

 ).٢٣( مي شود
      تعيين اتصـال لكتينـي در منطقـة شـفاف بـراي دو             

اسـتيل گـا لاكتـوز را       -لكتين كـه توانـائي تشـخيص ان       
 نتايجي از روند    PNAو  DBAلكتينهاي. دارند،وجود دارد 

 امـل فوليكـول نشـان مـي       منفي به مثبت آنرا در طي تك      
 بـر واكـنش تركيبـات كربوهيدراتـه غشـاء           دهند كه دال  

اووسيت موش بـوده و در طـي مسـير تكـاملي تغييـرات              
 سبب تشخيص   PNAلكتين. محسوسي را نشان مي دهد    

ــا ــوكزآمين -ان-D-بتـ ــتيل گلـ و )GalNAc D-- β(اسـ
اســـتيل -ان-D- مشــخص كننـــدة آلفــا  DBAلكتــين 

مــي باشــد كــه دالّ بــر ) D-GalNAc-α(گــالاكتوزآمين
استيل گـالاكتوز و گلـوكز      -ميت مشاركت شكلهاي ان   اه

در طي تكوين سـاختماني و عمـل فوليكـول بـه دنبـال              
اخيـراً نقـش شـايان      . ارتباطات سلول به سلول مي باشد     

اسـتيل گـالاكتوزآمين و نـه     ـ  توجهي را براي بقاياي ان
گالاكتوز در طي اتصـال اسـپرم بـه غشاءاووسـيت بيـان             

يزي لكتينـي مراحـل تكـاملي       در اين رنگ آم    .داشته اند 
اسـتيل  -موفق منطقة شفاف و اهميت حضـور بقايـاي ان    

گالاكتوز و گلوكز با نشانگرهاي لكتيني مشخص در طـي          
 .روند تكويني، پيگيري و اثبات گرديد

      نتيجه اينكه روند ان استيلاسيون گلوكز و گالاكتوز        
آمين در طي رونـد تكـاملي فوليكـول توسـط سـلولهاي             

لي و اووسيت انجام ميشود زيرا منطقـة شـفاف در    فوليكو
اثر مشاركت اين دو سلول تشكيل مي گردد پس راهكـار           
آينده در جهت ارزيابي اين پديده و سـهم مشـاركت هـر          

 بنابراين در صورت . د بودــكدام از سلولهاي مذكور خواه
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ترغيب روند ان استيلاسيون در سلولهاي مذكور بيان ان         
ز آمـين و گـالاكتوز آمـين در منطقـة           استيلاسيون گلوك 

شفاف بيشتر صورت گرفته وسبب رفع ناباروري ناشـي از         
 ).٦(عدم اتصال اسپرم و اووسيت خواهد شد

كه سبب توقف و كاهش فوق العاده   ي      از طرفي عوامل  
اين روند در سـلولهاي مـذكور گردنـد ميتواننـد بعنـوان             

وجه به عدم   وسائل جلوگيري از حاملگي تلقي شده و با ت        
تر از وسـائل مـذكور      متاثير بر روي محور هورمـوني سـال       

 .قلمداد گردند
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