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 چکیده

و هرگونه اشتباه در اینن  رودشمار میفت شناسی بهسازی بافت جهت مطالعات باپایدار نمودن بافت یک مرحله بسیار حیاتی در آماده

-نیفرمنال و باز-نیفرمال بسته،-کرکلا یبافت مقاطع هیته روش سه ریتاث سهیمقا مطالعه نیا از هدف. مرحله غیرقابل جبران خواهد بود

در نر  308راس  سویه وشتیقطعه جوجه گ 30 این بررسی در .بود های گوشتیدر جوجه کیبار روده مخاط یستومورفومتریه بر بسته

شکل درصد به10 فرمالین -بلافاصله با محلول سالین ،بعد از شستشو باریک روده هاینمونهقرار گرفت.  استفادهروزگی مورد  10سن 

 مقناطع ،شناسنیبسته پایدار شدند. پس از پایداری طبن  روش اسنتاندارد بافتطرفصورت دوو محلول کلارک بهو یا بازشده  بسته

آمیزی شدند. در هر مقطع ارتفاع پرز، ضنخامت بلو رنگهماتوکسیلین و آلسین-میکرومتر تهیه و با ائوزین 5پی به ضخامت ومیکروسک

در قالن   هنا. دادهگردیندمحاسبه نیز  شاخص سطح پرزگیری و کش چشمی اندازهبا خط جامیهای سلول پرز، عم  کریپت و تعداد

بنر  بارینک های رودهنموننهپاینداری روش تهیه و نتایج نشان داد که . قرار گرفتندمقایسه مورد  دانکنون تصادفی با آزم طرح کاملاً

عم  کریپنت و بیشترین ارتفاع پرز و ترین بلند بسته-. روش فرمالین(p<01/0) داشت یدارمعنیتاثیر  شناسیبافت کمی یهاشاخص

و باز به ترتین   بسته-های فرمالینبسته و روش-روش کلارکهمچنین . (p<01/0) کمترین مقادیر را نشان دادند ،بسته-روش کلارک

-در روش فرمالین نیز بیشترین مقدار برای سطح پرز و (p<01/0)نشان دادند سه قسمت روده کوچک هر بیشترین ضخامت پرز را در 

 ،مخاط روده و عدم ایجاد تغییرات شدید در بافت ، حفظ بهترجه به سادگی روش کار، قیمت مناس با تو (.p<01/0) بسته مشاهده شد

 شود.عنوان روش برگزیده معرفی میبهبسته -روش فرمالین
 

 .هیستومرفومتری ،کلارکمحلول  ،فرمالین ،باریک روده ،سازی بافتپایدار :هاواژهکلید
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 مقدمه

روده در طیور بهه عنهوان فیزیولوژی امروزه اهمیت 

شد را با کنش گوارش و جهذ  اندامی که پشتیبانی از ر

غذا و حفظ سلامت پرنده را با کنش دفاعی خود انجهام 

کهه طوریهبه ،دهد، بیش از گذشته روشن شده استمی

 بهه بررسهیهای خهود را محققین زیادی تمرکز پژوهش

 ,Yegani and Korverاند )نموده معطوفسلامت روده 

2008; Sugiharto, 2016.) بررسی وضعیت مخاط روده 

یک ابزار قدرتمند در دست محققین برای سنجش میزان 

سلامت و کارایی سیستم گوارش و همچنین میزان تهاییر 

 ,Rinttila and Apajalahtiباشهد )ها مهیانواع افزودنی

(. به این منظور نیاز است کهه ابتهدا بافهت په  از 2013

خارج شدن از بدن پایدار شود. پایداری بافت در درجهه 

ها در حهالتی ها و بافتحفظ ساختار سلولاول با هدف 

 ,Hopwoodگیهرد )ها انجام مهیحالت زنده آنمشابه به

جلههوگیری از تجزیههه بافههت توسهه  همچنههین (. 1985

هها و سهایر فعالیت باکتریهایی، منعقهد نمهودن پهروتئین

آمیهزی ترکیبات بافتی، ایجاد امکانات بهتهر بهرای رنه 

از  ،یر مراحه  کهارتفریقی و استحکام بخشیدن برای سا

 ,Sasaniباشهد )دیگر اهداف پایهدار نمهودن بافهت مهی

و  انشناسهآسهی  کهار بهرای مشهک (. بزرگترین 2004

درسههت بافههت نهها پایههداری ،شناسههیبافههت ینمتخصصهه

عنهوان یهک بههپایهداری (. عم   ,2013Jones) باشدمی

مطالعهات انجام سازی بافت برای مرحله حیاتی در آماده

هر گونهه خطها در  چراکهاست شناخته شدهشناسی بافت

 پهذیرناقابه  برگشهت و جبهرانغیر ،این مرحلهه از کهار

نگرانی در  بیشترین(. Singhal et al., 2016) خواهد بود

ههای مختله  هها و روشرابطه با استفاده از پایدارکننده

 کههباشهد تغییهرات ناخواسهته مهی ایجادبافت، پایداری 

 باشهدمهی هابافت چروکیدگی ،ترین این تغییراتمعمول

(Fox et al., 1985فرمالدئیههد کههاربردی .) تههرین و از

 ,.Fox et alبهافتی اسهت ) ههایپایدارکنندهترین قدیمی

1985; Thavarajah et al., 2012تهرین روش (. متهداول

شناسی روده طیور استفاده از نمونهه برای مطالعات بافت

صهورت بهافر یها )بهه درصهد 10و محلول فرمالین  بسته

پایهداری در  (.Rezaian et al., 2007) باشهدمهینمکی( 

ور نمههودن در پهههارافین بههه یهههک فرمههالین و غوطهههه

دسهتورالعم  اسهتاندارد بههرای مطالعهات بافهت شناسههی 

(. ایهن انتخها  Belloni et al., 2013تبدی  شده است )

دلیه  راحتهی کهار، قیمهت مناسه ، قابلیهت تواند بهمی

ی هر دو نوع میکروسکوپ نوری و الکترونی استفاده برا

 ,Carson and Martin) و پایداری در دمای اتها  باشهد

(. هر چند که بعضی محققین بنا به مضراتی چهون 1979

زا بودن و کیفیت پایین در کارههای ملکهولی بهه سرطان

آلدئیهدی ههای فهرمهدنبال جهایگزینی بهرای پایدارکننهد

ی که برای پایدار ر ترکیبات(. سایBuesa, 2008باشند )می

اسهتن،  :شام  شوندمی استفاده های مختل نمودن بافت

ههای اسهتیک و برخهی پایدارکننهده اتانول، متانول، اسید

زینکهر، هلهی و  ،کلارک، کارنوی، بوئن همچونترکیبی 

. انتخا  روش پایداری (Kiernan, 2001) دشبامی غیره

و یها ضهایعه به ماهیهت بافهت  اغل ، و محلول مناس 

بیشههتر  (.Jones, 2013) مههورد بررسههی ارتبههاط دارد

سازی بافت، مربوط تحقیقات انجام گرفته در زمینه آماده

ههای مختله  طهی یهک روش به استفاده از پایدارکننده

 ;Speilberg et al., 1993باشهد )گیری مهیواحد نمونه

Tu et al., 2011; Holda et al., 2016; Perry et al., 

همههراه  ترکیهه  پارافرمالدئیههد بههه آزمایشههیدر  (.2016

ههای بافهت شناسهی گلوتارآلدئید از لحاظ حفظ ویژگی

ههای الکلهی برتهری پوست انسان نسبت به پایدارکننهده
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در بعضههی محققههین  (.Choi et al., 2006نشههان داد )

 ,.Groelz et alهای صحرایی )روی موشخود  مطالعات

( گهزارش کردنهد Cabrera et al., 2017( و گاو )2013

تواننهد جهایگزین های بر پایهه الکه  مهیکه پایدارکننده

شناسهی ههای بافهتمناس  برای فرمالدئیهد در آزمهایش

سازی شناسی و آمادههای بافتدر رابطه با تکنیک باشند.

سهازی های مختل  آمادهبافت ویلیامز و همکاران روش

 ادنههدرا مههورد مطالعههه قههرار د بافههت روده در مههوش

(Williams et al., 2016 و گاوا و همکاران بهه تعیهین )

یهری از بافهت روده گبهترین روش و مح  بهرای نمونهه

  .(Gava et al., 2015) پرداختند های گوشتیجوجه

با توجه به اهمیهت بافهت روده طیهور در سهنجش 

سلامت و کارایی دستگاه گوارش و اندک بهودن تحقیه  

پایدارسازی نمونهه روده در در مورد روش مناس  برای 

طیور، مطالعه حاضر، به مقایسه تاییر سه روش مختله  

ی سهتومرفومتریههای های بافتی بر کمیتپایداری نمونه

 های گوشتی پرداخته است.روده باریک در جوجه

 

 هامواد و روش

 روزهقطعهه جوجهه یهک 30در این آزمایش تعداد 

یانگین وزنی با م 308سویه تجاری راس  )نر( جن  تک

روزگهی )دوره  10هها تها گرم استفاده شهد. جوجهه 45

آغازین( طب  جیره و شرای  محیطی اسهتاندارد بهر پایهه 

 پههرورش یافتنههد مههذکور، کتابچههه راهنمههای سههویه

(Aviagen, 2014).  در این مدت  دسترسی به دان و آ

 ،روزگهی 10. در پایهان صورت گرفتبدون محدودیت 

کامه  بعهد از خهارج نمهودن هها کشهتار شهده و جوجه

های میانی مجرای گوارشی از محوطه شکمی، از قسمت

هر سه قسمت روده کوچک شام  دوازدهه )از سنگدان 

)از انتهههای  میههانیتهها محهه  ورود مجههرای صههفراوی(، 

بقایای کیسهه )از  ایلئوم( و بقایای کیسه زردهدوازدهه تا 

 بررسهیههای کهور( بهرای رودهتا محه  انشهعا   زرده

دو  گیری صورت گرفت. از هر پرنهدهنمونه شناسیبافت

متهر بهرای پایهداری بهه روش نمونه با طول سهه سهانتی

متهر و یک نمونه با طول پنج سهانتی بستهباز و -فرمالین

بسته برداشته شد. بهرای -برای پایداری به روش کلارک

 طهورهبه قسهمت هر یهانمونهجلوگیری از ایجاد خطا، 

 جهدا یههانمونهه. شد گرفته نظر در اهگروه در یتصادف

شهدند.  پایهداربلافاصله با سرم فیزیولوژی شسته و  شده

کهار حاضر بهه بررسیکه در  هاسه روش پایداری نمونه

ور نمهودن غوطهه :بسته-روش فرمالین -1 :شام  ،رفت

-سهالین درصد 10نمونه روده به شک  کام  در محلول 

 بهاز:-مهالینروش فر -2 ،سهاعت 24 بهه مهدتفرمالین 

درصههد  10پایههداری نمونههه روده بازشههده در محلههول 

-روش کهلارک -3ساعت،  24فرمالین به مدت -سالین

کهه فرمالین -درصد سالین 10محلول با استفاده از  :بسته

 37-40از مخلوط یک حجم محلهول تجهاری فرمهالین )

( و نه حجم آ  مقطر همهراه بها نهه گهرم کلریهد درصد

محلول نیز ( و Pousty and Adibmoradi, 2006سدیم )

اسههتیک  و اسههید مطلهه  از مخلههوط اتههانول کههه کههلارک

 اسهت بهه نسهبت سهه بهه یهک تشهکی  شهدهگلاسیال 

(2001Kiernan, ; 1988., et alCummins ) لازم . بهود

حجم محلول استفاده شهده بهرای روش به ذکر است که 

بهرآورد  مهورد نظهر، برابر حجم نمونهه 10فرمالین بسته 

به روش فرمالین  هابرای پایداری نمونه همچنین ید.گرد

حهاوی پهارافین جامهد اسهتفاده شهد و های پلیتباز از 

بعد از بازشهدن از خه  مزانتهر  های مورد آزمایشنمونه

هها رو بهه پرز کهیطورهب ،روی پارافین ، برتوس  سوزن
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متهر سهه سهانتیارتفاع تا  سپ  و ندمهار شد ،بالا باشند

 10فرمهالین -سهالینمحلهول  های مهذکور،نههبالای نمو

(. بهرای Van Leeuwen, 2004) گردیهداضهافه  درصهد

بها  ابتهدا نیز کلارک استفاده از روشها با پایداری نمونه

و از طهرف شهد یک انتهای روده مسدود  ،یک رشته نخ

دیگر محلول کلارک توس  سرن  به داخ  حفهره روده 

بها لول بلافاصهله تزری  و برای جلوگیری از خروج مح

ههایی بهه شهک  وسهیله نمونهه. بهدینگردیدنخ مسدود 

هها پهر از محلهول های کوچک که در داخ  آنسوسی 

ها جههت پایهداری و این نمونهشد تهیه  ،بود پایدارکننده

در داخه  رهروف حهاوی محلهول کهلارک قهرار  کام 

هها از محلهول خهارج و گرفتند. یک ساعت بعهد نمونهه

یز از یک انتها بریده و از خ  مزانتهر توس  یک قیچی ت

درصد انتقال  50 اتانول داخ  ررف حاوی و به هباز شد

 . (Teshfam et al., 2010) یافتند

گیهری، مراحه  آ ، ههانمونه بعد از پایداری کام 

با روش ترتی  به گیریدهی و قال سازی، پارافینشفاف

بههرای تمههامی  پیواسههتاندارد تهیههه مقههاطو میکروسههک

انجههام شههد  ،شههده در هههر سههه روشپایدارهههای نمونههه

(Salehnia, 2001 .) گیههریبعههد از قالهه همچنههین، 

هها توسه  هایی به ضخامت پنج میکرومتر از نمونهبرش

و بعههد از  شههده ( تهیهههErma, Japanمیکروتههوم دوار )

ائهوزین و -هماتوکسهیلین ههایبها رنه  ،زدایهیپارافین

 Pousty andآمیهههزی شهههدند )بلهههو رنههه نلسهههیآ

Adibmoradi, 2006ههای ارتفهاع گیری شاخص(. اندازه

ههای سهلولپرز، ضخامت پرز، عمه  کریپهت و تعهداد 

بهه کمهک میکرومتهر  ،پرز در هر نمونهه 10برای  جامی

 عدسهی چشهمی تعبیهه شهده بهود داخ  چشمی که در

به  بررسی شده هم تهیه عک  از مقاطوصورت گرفت. 

( Dino-lite, Korea) پومیکروسههک وسههیله دوربههین

 ,Carl ZEISS standard 20پ )ومتص  بهه میکروسهک

Oberkochen, Germanyافزار )( و نرمDino-capture, 

Ver. 3.3.0.0, Korea .شهاخص  همچنهین( انجهام شهد

 برآورد شهد 1 ابطهطب  ر به روش محاسباتی سطح پرز 

(Sakamato et al., 2000).  

                                                         :1رابطه 

 ( = سطح پرزπ2× )پرز(  عرض÷ 2× ))طول پرز( 

در قاله   دست آمهدهبهی هاداده: هاتحلیل آماری داده -

مشهاهده در ههر  30طرح کاملاً تصادفی با سهه تیمهار و 

( و SAS/STAT, 1990) SASافهزار تیمهار توسه  نهرم

قهرار آمهاری  تحلیه مهورد  GLMو  Means ههایرویه

تجزیههه واریههان  و آزمههون مقایسههه همچنههین . نههدگرفت

و در  (Duncan test) دانکهنتوسه  آزمهون ها میانگین

 .شدانجام  p<05/0داری سطح معنی

 

 هایافته

تهیههه و پایههداری  هههای مختلهه روش تههاییر نتههایج

هههای قسههمتی سههتومرفومتریه هههایکمیههتبر ،نمونههه

هها بهه آن  3 تها 1 ولادر جهد که روده کوچک مختل 

 ،نمهایش داده شهده 2و  1ههای و در شهک  اشاره شهده

روش  ،در هر سه قسمت روده باریهک دهند کهنشان می

. بر ارتفاع پرز تاییر قابه  تهوجهی داشهت پایداری نمونه

 بلنهدترین ،بسهته-روش فرمهالین اسهتفاده از کهطوریهب

در ارتفاع پرز را در ههر سهه قسهمت روده نشهان داد و 

بهاز -پ  از آن روش فرمالینمیانی و ایلئوم  هایقسمت

بلنههدترین ارتفههاع پههرز را داشههتند  بسههته-و کههلارک

(01/0>p).  هههای روشهمچنههین مشههخص گردیههد کههه

سهه  ضهخامت پهرز در ههرمیانگین مختل  پایداری بر 
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در کهه طوریهبه، باشندمیمویر  نیز قسمت روده کوچک

بسهته -ینبهاز و فرمهال-، فرمالینبسته-کلارک هایروش

حاصه   پهرز ههایضخامت ترتی  بیشترین تا کمترینبه

ختل  های مایر روشاز طرف دیگر هم  .(p<01/0) شد

در  جههامیههای سهلولپایهدار نمهودن بافهت بههر تهراکم 

روده در  امها، (p<01/0) بهود دارمعنی ،دوازدهه و ایلئوم

در روش همچنهین . نبهوددار معنهی مذکور تفاوت میانی

کههاهش  ،نسههبت بههه دو روش دیگههره بسههت-کههلارک

عم  کریپت در ههر سهه قسهمت  ی در میانگیندارمعنی

از طهرف دیگهر . (p<01/0) شهد مشهاهدهروده کوچک 

در قسهمت  پهتیکر عمه  نیانگیهممشخص گردید کهه 

-نیفرمهال روش بهه دارشدهیپا یهانمونه درمیانی روده 

 یداریمعنه افهزایش بهاز-نیفرمهال روش به نسبت بسته

سطح پهرز در سهه میانگین  ،همچنین .(p<01/0) داشت

ههای پایدارشهده نمونهه در مهوردقسمت روده کوچهک 

. (p<01/0) بهودبهالاترین مقهدار بسته، -فرمالینروش به

سطح پرز در روش  دوازدهه و روده میانی نیز در قسمت

افههزایش  بههاز-نیفرمهالبسههته نسهبت بههه روش -کهلارک

 (.p<01/0دار نشان داد )معنی

  
  ازدههود هیستومرفومتری یهاشاخص نیانگیمبر  پایداری نمونه روش سهتاییر  سهیمقا -1دول ج

 تیمار
ارتفاع پرز 

(µm) 

ضخامت پرز 

(µm) 

عم  کریپت 

(µm) 

های جامی تعداد سلول

 میکرومتر100در 

 سطح پرز

(2mm )d  

 1567a 24±91b 39±267a 8/1±04/12c 0/0±45/13a±16 بسته-فرمالین

 1145b 21±70c 53±280a 8/1±81/16b 0/0±25/09c±18 باز-نفرمالی

 1123b 17±109a 34±199b 9/1±70/23a 0/0±39/011b±22 بسته-کلارک

p-value 0001/0>  0001/0>  0001/0>  0001/0>  0001/0>  
abc های با حروف متفاوت از نظر آماری اختلاف معنیدر هر ستون میانگین( 01/0دار دارند>p.) 

d اندتقسیم شده 000،000،1ها بر داده. 

 .اندارائه شده mean±SDاساس  ها مقادیر بردر همه ستون *

 

 روده میانی هیستومرفومتری یهاشاخص نیانگیمبر  پایداری نمونه روش سهتاییر  سهیمقا -2جدول 

 تیمار
ارتفاع پرز 

(µm) 

ضخامت پرز 

(µm) 

عم  کریپت 

(µm) 

های جامی تعداد سلول

 میکرومتر 100در 

 سطح پرز

(2mm )d  

943a 18±76b 44±281a 17/10±1/10±85 بسته-فرمالین  0/0±22/07a 

774b 22±64c 50±230b 82/42±1/10±19 باز-فرمالین  0/0±15/03b 

639c 11±101a 37±161c 22/68±1/10±14 بسته-کلارک  0/0±20/05a 

p-value 0001/0>  0001/0>  0001/0>  306/0  0001/0>  
abc  های با حروف متفاوت از نظر آماری اختلاف معنیهر ستون میانگیندر( 01/0دار دارند>p.) 

d اند.تقسیم شده  000،000،1ها بر داده 

 اند.ارائه شده mean±SDاساس  ها مقادیر بردر همه ستون *
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  لئومای هیستومرفومتری یهاشاخص نیانگیمبر  پایداری نمونه روش سهتاییر  سهیمقا -3جدول 

 تیمار
ارتفاع پرز 

(µm) 

ضخامت پرز 

(µm) 

عم  کریپت 

(µm) 
در های جامی تعداد سلول

 میکرومتر100

 سطح پرز

(2mm )d  

 595a 12±80b 35±227a 11/1±08/12c 0/0±15/03a±83 بسته-فرمالین

 543b 18±62c 42±206a 11/1±90/19b 0/0±11/04b±84 باز-فرمالین

 438c 16±91a 48±128b 12/1±77/55a 0/0±12/02b±95 بسته-کلارک

p-value 0001/0>  0001/0>  0001/0>  0001/0>  0001/0>  
abc های با حروف متفاوت از نظر آماری اختلاف معنیدر هر ستون میانگین( 01/0دار دارند>p.) 

d اند.تقسیم شده  000،000،1ها بر داده 

 اند.هارائه شد mean±SDاساس  ها مقادیر بردر همه ستون *

 

   
آمیزی )رن ، بسته )ج(-کلارک بسته ) ( و -فرمالین(، )ال باز -روش فرمالینمقایسه ابعاد اجزاء مخاط ایلئوم پایدارشده به نمای ریزبینی -1 شک 

 (.40×نمایی بلو، درشتآلسین-ائوزین-هماتوکسیلین
 

   
آمیزی )رن ، بسته )ج(-کلارک بسته ) ( و -فرمالین(، )ال باز -روش فرمالینایلئوم پایدارشده به پرزهایاز ناحیه قاعده نمای ریزبینی  -2 شک 

 (.100×نمایی بلو، درشتآلسین-ائوزین-هماتوکسیلین

(ال )  
( ) (ج)   

( ) )ال ( (ج)  (ج)   
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 گیریو نتیجه بحث

یهک مرحلهه بسهیار مههم در  ههانمونه پایدارنمودن

 که ههر نهوع مشهکلیطوریهب ،باشدمیسازی بافت آماده

و خسارات غیرقاب   عوارضمرحله موج  بروز در این 

رو از ایهن شهود.مهی مورد نظهر برگشت در نمونه بافتی

دسههت آوردن ههههای پایههداری بههرای بههاصههول و روش

پایهداری بافهت  کنند.های با کیفیت اهمیت پیدا مینمونه

به حفظ ساختار سلول و ترکیبات داخه  سهلول کمهک 

پهردازش را تحمه  کند تا بافت بتواند مراح  بعهدی می

 کههه نشههان دادحاضههر  از مطالعهههنتههایج حاصهه   د.کنهه

هههای بههر ویژگههی ،بافههت پایههداریمختلهه  هههای روش

ههای جوجههدر  کیهبار روده یستومورفومتریهمختل  

 شهمارافهزایش  کههطوریهب سزایی دارد.هگوشتی تاییر ب

سهت ا ههاافزایش تهراکم آن دهندهنشان جامی هایسلول

ر نتایج حاص  از سهنجش طهول تن در کناکه با قرارگرف

گر ایجاد فشردگی در جههت طهولی ناوضوح نمایپرز به

نسهبت بهه  بسته-های پایدارشده به روش کلارکدر پرز

 بهاز نسهبت بهه-روش فرمهالیننیز در دو روش دیگر و 

دهد که ها نشان میگزارش. باشدمی بسته-فرمالین روش

را  تایهرا شهترینبیهای پایداری نمونه در بررسی روش

کننهده و نهوع تمهاس پایدارمهاده  هایویژگیتوان به می

 ههم بعهدی درجهاتدر  .نسبت داد نمونه با پایدارکننده

مدت زمان پایهداری، خاصهیت بهافری محلهول و سهایر 

کهاهش رسد که نظر میلذا به. توانند مویر باشندمیموارد 

بهه مقهدار زیهادی بهه  بسهته-کلارک روشطول پرز در 

تغییهر حجهم نمونهه در باشد. ص محلول مربوط میخوا

ها، موضوعی انکارناپذیر است طی مرحله پایداری نمونه

و تنها تفاوت موجود در مقهدار و جههت ایهن تغییهرات 

که اتانول موج  کاهش شهدید، اسهید طوریباشد، بهمی

استیک موج  افزایش و فرمالدئید باعث کهاهش نهاچیز 

با توجهه بهه (. Kiernan, 2001شود )در حجم بافت می

های الکلهی باعهث افهزایش فشهردگی کنندهپایدارکه این

توان با افهزودن سهایر این خاصیت را می، شوندبافت می

در محلول کهلارک(، موجود ترکیبات مث  اسید استیک )

در محلهول کهارنوی( و موجود اسید استیک و کلروفرم )

 et Perry) نمودتعدی   ایاندازهها تا حتی استفاده از بافر

2016., et al; Singhal 2016., al). کههطهورهمهان امها 

در  دهد ایهن ایهر تعهدیلینشان می پژوهش حاضر نتایج

و در نهایههت موجهه  ه مههد نبههودآکار محلههول کههلارک

 گهزارشدر این خصوص  .است هفشردگی بافت گردید

 دقیقهه در 30بهیش از  یبهافت نمونههشده است کهه اگهر 

شهدت فشهردگی  ،بمانهد بهاقی حلهول کهارنویم داخ 

همچنهین نشهان (.  ,2201Gill) یابهدافزایش می هاسلول

های الکلی توانایی حه  نمهودن کنندهپایدارداده شده که 

 ،چربههی و در نتیجههه کههاهش حجههم بافههت را دارنههد

 ,Kiernanکههه فرمالدئیههد چنههین ایههری نههدارد )درحالی

هههای یدارکننههدهخلاف پافرمالدئیههد بههرواقههو در(. 2001

الکلی تنها به مقهدار بسهیار نهاچیزی موجه  فشهردگی 

در تواف  بها نتهایج (.  et alFox ,.1985شود )می هابافت

درصد بافر فرمالین نسبت بهه  10محلول ما در آزمایشی،

های بوئن، کارنوی و الک  مطل  در مورد تثبیت شاخص

عنهوان شناسی برتری نشان داد و از اینرو فرمالین بهبافت

 (.Singhal et al., 2016محلههول برتههر شههناخته شههد )

ای دیگهر در تحقیقهی بهین محلهول همچنین در مقایسهه

فرمهالین، محلهول -الکه -فرمالین و اسید-فرمالین، الک 

خصهوص در مهدت خوردگی را بهفرمالین بیشترین ترک

تر پایداری در بافت ایجاد کرد، ولی در عین حال طولانی

امها از بهین سهه . آمیهزی را نشهان دادرن بهترین نتایج 
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محلول مورد آزمایش، بهالاترین امتیهاز کلهی را محلهول 

 (.Choi et al., 2011فرمالین کس  کرد )-الک -اسید

عهدم تغییهر حاضر مشخص گردید که  بررسیدر 

هها در کنهار حالت فیزیکی بافهت و حفهظ انسهجام پهرز

و  موجه  یکپهارچگی بسهته-در روش فرمالینیکدیگر 

کهاهش  ،پایدارکننهده شدهنفوذ کنترلحفظ بهتر ساختار، 

هها حفهظ طهول بلنهدتر پهرز و حین کهار آسی  فیزیکی

از  همچنههین گههردد.بههاز مههی-نسههبت بههه روش فرمههالین

ها بسهیار نزدیهک بهه سهاختار که ساختار کریپتآنجایی

کننهده و پایدارسهت، در نتیجهه ایراتهی کهه مهواد ا اهپرز

بر عمه  کریپهت ههم  ،نداهپرز داشت روش کار بر ارتفاع

کهه در روش طهوریباشهد بههضوح قاب  مشاهده میوهب

کهاهش  شده در پهژوهش حاضهر، استفاده بسته-کلارک

در ههر سهه قسهمت  ،عمه  کریپهتمورد  در یدارمعنی

گیهری انهدازهاز طرف دیگهر  .مشاهده شدروده کوچک 

بسهته -روش کلارک روده نشان داد که در ضخامت پرز

در درجهات بعهدی از و شهده حاص  یشترین ضخامتب

شهده بهه روش پایدارههای بهه ترتیه  نمونهه این نظهر،

نویسهندگان دلیه   .گیرنهدمهیو باز قهرار  بسته-فرمالین

دنبال کهاهش ارتفهاع قطعی برای افزایش ضخامت پرز به

ایهر  رسهد کههنظهر مهیدر این ارتبهاط بههاما  ندارندپرز 

باعهث  پرزههای روده ولیمحلول کلارک بر فشردگی ط

و در نتیجه  هشده تا به قاعده پرز فشار بیشتری وارد شد

باز سههولت -ضخامت پرز بیشتر شود. در روش فرمالین

به بافت باعث تثبیهت بهتهر و همچنهین  پایدارکنندهنفوذ 

ههای افزایشهی الکه  در ایهر تر در سهریگیری کام آ 

ت طولی تماس بیشتر و در نتیجه فشردگی بیشتر در جه

 شهود.مهی بسته-و ضخامت پرز نسبت به روش فرمالین

بهاز کهاهش احتمهال -روش فرمهالین مزایایهمچنین از 

باقی ماندن محتویات گوارشی در داخ  روده و سهرعت 

باشهد. از سهوی دیگهر بالاتر ایهر مهاده پایدارکننهده مهی

ها در استواری و یکپارچگی و احتمال بدست آوردن پرز

 ههای فیزیکهی حهینو احتمال آسهی یک امتداد کاهش 

کامه  بهودن بافهت، یابهد. آماده سازی بافت افزایش می

ها موج  ها در کنار یکدیگر و یکپارچگی آنوجود پرز

ها و مقاومهت بیشهتر به قاعده پرزپایدارکننده نفوذ کمتر 

در از دست دادن آ  بافت و در نتیجه تغییر کمتر ابعهاد 

بهوم و همکهاران شود. می بسته-ها در روش فرمالینپرز

در مطالعه خود نوع تمهاس پایدارکننهده بها بافهت را در 

 کههطهورینهد، بههاهنفوذ پایدارکننده در پرز مویر دانسهت

موج  نفهوذ  اسمیمتتراکسید پایداری بافت توس  بخار 

وری شد کمتر پایدارکننده به بافت نسبت به روش غوطه

(1974., et alBoom .) بسهته-فرمالین از مزایای روش، 

 در واقهو .باشدمی هاو دستکاری کمتر نمونه ی کارراحت

 شهودباعث می بستهدر این روش استفاده از نمونه روده 

 از جملهه در ،در سهایر مراحه  آمهاده سهازی بافهت که

هها وارد آسی  فیزیکی کمتری به پهرز ،گیریآ  مرحله

 دسهت آمهده بهه واقعیهتهبه ههاییافته ،نتیجه در .شود

که هدف اصهلی پایهداری بافهت اسهت  ،تر باشدنزدیک

(2009Soltan, ; 1985Hopwood, ). در روش  همچنین

 تهرها در یهک امتهداد راحهتدست آوردن پرزهب مذکور

احتمهال  ،بها میکروتهوم بافهت روده و هنگام برش بوده

در تواف  با نتهایج  شود.میکمتر ها به پرز رسیدن آسی 

گیهری و پایهداری بافهت نمونههای در مطالعهاین تحقی  

 اینیمهه اسهتوانهصهورت روش بسته و برش بههروده به

های میکروسهکوپی جهت وجود پرزهای سالم و میدانبه

های بافتی روده کوچک ونهمن برایبهترین روش بیشتر، 

 درصهد 10طیور جهت پایداری در محلول بافر فرمهالین 
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 ,.Gava et alشهد ) معرفهیشناسهی بافهت اتمطالع در

قیمهت مناسه ، دسترسهی راحهت و عهدم البته (. 2015

ههای ایجاد تغییرات شدید در بافهت را بایهد بهه مزیهت

ها از محلول فرمالین برای پایهداری هایی که در آنروش

هایی که قرار است با میکروسهکوپ نهوری مهورد نمونه

 ,1979Carson and Martin ;) افزود ،گیرندمطالعه قرار 

2016., alet Perry ) . 

توان بهه سهرعت مزایای روش کلارک می جمله از

ههایی کهه بالا در نفوذ به بافت اشاره کرد که برای نمونه

سهازی محهدود اسهت بسهیار مههم ادهها زمان آمهدر آن

در این ارتباط گزارش شهده  .(Kiernan, 2001) باشدمی

 دهندهقدرت بالای نفوذ به دلی  خاصیت مواد تشکی که 

الکه  قابلیهت حه   کهه چهونطوریهب .باشدمیل محلو

باعهث افهزایش  ،ها را داردچربی موجود در غشاء سلول

از  .( et alChoi ,.1201شهود )نفوذپهذیری غشهاء مهی

پذیری غشاء ، اضافه کردن اسید استیک به نفوذهم طرفی

در البتهه (.  et alPerry ,.2016کنهد )سهلول کمهک مهی

 نیزر مثبت قوی در مجرا وجود فشا ،بسته-روش کلارک

در افههزایش سههرعت نفههوذ محلههول کههلارک در بافههت 

ای تهاییر مثبهت فشهار در در مطالعه. مویر باشدتواند می

سرعت پایداری و افهزایش عمه  نفهوذ پایدارکننهده در 

 et alBoom ,.) بافت روده انسان نشان داده شده اسهت

 1 ههای)شک است ا ویر پیدا(. همانطور که در تص1974

فشار حاص  از تزری  محلول کلارک به قسمت ج(  2و 

هها از یکهدیگر و داخ  مجرای روده باعث باز شدن پرز

را و تفکیک شده  از هم هایی با فاصلهپرز امکان مشاهده

توان می مذکور، از جمله معای  روشاما  .کندمیفراهم 

، نیاز بهه مههارت در کهار و پایداری به پیچیدگی مراح 

و در نهایهت فشهردگی بیشهتر  ههایشتر نمونهدستکاری ب

افزایش فشردگی و سهختی که طوریهب ،بافت اشاره کرد

توانهد بسهته مهی-بافت در طی پایداری با روش کلارک

سهازی راح  آمادهباعث افزایش آسی  فیزیکی در طی م

 ,Jonesو شکنندگی پرز در طی برش با میکروتوم شود )

ههایی رپهژوهشدتحقیه  در تضاد با نتایج این   (.2013

شناسههی بههین بافههتدر صههفات  دارعههدم تفههاوت معنههی

ههای بهر پایهه شده توسه  پایدارکننهدههای پایدارنمونه

های بر پایه الکه  گهزارش شهده پایدارکننده فرمالدئید و

 (.Groelz et al., 2013; Belloni et al., 2013اسهت )

رکننده مدت زمان تماس پایدارکننده با بافت به نوع پایدا

مرحلهه محدود کهردن زمهان در  احتمالاً  بستگی دارد و

بسهته بتوانهد باعهث فشهردگی -روش کلارکبه پایداری

هها شهود. از شهاخص یتهرکمتر بافت و برآورد صحیح

 روش بهه دارشهدهیپا یههاونههمن در شهتریب ،پهرز طول

 و اسهت شهده پهرز سهطح شیافزا موج  بسته-نیفرمال

 روش بهه دارشهدهیپا یههاونههمن در پهرز سطح شیافزا

  یهدلبهه  بهاز-نیفرمهال روش بهه نسهبت بسهته-کلارک

 . باشدیم پرزها شتریب ضخامت

و شناسهههی مطالعهههات معمهههول بافهههت اغلههه  در

ارتفههاع پههرز، عمهه   ،روده پرنههدگانی سههتومرفومتریه

و نسهبت طهول پهرز بهه  های جامیسلول کریپت، تعداد

داشتن  و باشدمیهای معمول عم  کریپت جزء شاخص

بافت زنهده و تها حهد  از واقعیتهایی نزدیک به وردآبر

ههدف اصهلی از  ،هاامکان بدون تحری  از این شاخص

et  Kik) باشهدشناسی روده در طیور مهیبافتمطالعات 

2011., et alRezaei  ;2009Soltan,  ;1990.,al).  بها

 بسهته-روش فرمهالین حاضهر مطالعههدر توجه به اینکه 

و  را در بافت روده ایجاد کردناخواسته  اتکمترین تغییر

دارای مزایایی چهون روش  ،همچنین این روش پایداری
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رو از ایهن ،باشهدمهی نیهز کار بسیار سهاده و هزینهه کهم

در  از ایهن نظهر شهود وعنوان روش برتر معرفهی مهیهب

-بهاز و کهلارک-های فرمهالینروش هم بعدی درجات

 .گیرندقرار می بسته
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Abstract 
Tissue fixation is a vital step in preparation of samples for histological studies and mistakes at 

this stage could lead to irreversible damage. The aim of this study was to compare the effect of 

three sample preparation-fixation methods on histomorphometic indices of small intestine of 

broilers. Thirty 10 day old broilers of Ross 308 strain were used in the study. Segments of small 

intestine were washed and prepared as opened or closed sections. The closed sections were fixed 

in 10% saline-formalin. The opened samples were cut at the mesenteric line and were fixed by 

10% saline-formalin. In Clarke’s fixation the ends of samples were sealed by string and Clarke’s 

solution was injected into the lumen. Fixed samples were subjected to paraffin embedding and 5 

µm sections were cut using rotary microtome and sections were stained by Eosin-Hematoxylin 

and Alcian blue. In each section the villus height, villus thickness, crypt depth and goblets’ 

density were measured under light microscope and the villus surface index was also calculated. 

Data were subjected to ANOVA in a completely randomized design with three treatments and 

30 observations. The results indicated that method of preparation-fixation had a significant 

effect on morphometric indices (p<0.01). The closed-formalin’s samples had the greatest villus 

height and crypt depth values in all three intestinal segments, while the lowest values were 
observed in closed-Clarke’s method (p<0.01). Closed-Clarke’s samples had the thickest villus in 

all three parts of small intestine followed by closed-formalin’s and opened-formalin’s samples 

(p<0.01). Villus surface area was highest in closed-formalin fixed samples (p<0.01). 

Considering simplicity of the method, low cost, better mucosal protection and lack of severe 

tissue changes observed in closed-formalin’s method, this method was considered as a method 

of choice in histomorphometric studies of poultry small intestinal mucosa. 
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