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٣٠١

  ها در جنین بز ها و اووسیت هاي جنسی آغازي، اووگونی  سلوليساختارمطالعه فرا

  

  تبریز، تبریز، ایرانعلوم جانوري، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه گروه  .1

  وه علوم پایه، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران، اهواز، ایرانگر. 2  

  بخش آسیب شناسی،  دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران. 3

  دانش آموخته دامپزشکی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران، اهواز، ایران. 4

  smbanan@ Tabrizu.ac.ir: نویسنده مسئول مکاتبات*

  )31/1/88 :پذیرش نهایی،29/10/87 :دریافت مقاله( 

  

  چکیده

کنند و بعد از ورود هاي رویان مهاجرت میهاي جنسی آغازي از اندودرم خلفی کیسه زرده مشتق شده و به طرف گناد طبق شواهد مورفولوژیک، سلول     

ها در جنین بز ها و اووسیتهاي جنسی آغازي، اووگونی ساختار سلولعه فرا در این مطال.یابندها تمایز میها و سپس اووسیتبه گنادها، ابتدا به اووگونی

جنینهاي گنادهاي و همچنین از ) ماه 1سن زیر ( هاي موجود در مراحل اولیه رشد و نموبه این ترتیب که از  بخش خلفی کیسه زرده جنین. مطالعه شده است

آمیزي  سرب رنگ اورانیل و سیترات  استاتگیري و آغشتگی، با هاي بافتی تهیه و بعد از ثبوت، شستشو با بافر، آبنمونه) ماه 1سن بیش از ( با سنین بیشتر

هاي جنسی آغازي داراي اندازه بزرگ، هسته بیضی تا کروي و کروماتین  نتایج نشان داد که سلول. شده و توسط میکروسکوپ الکترونی انتقالی مطالعه شدند

این . ها داراي تقسیمات میتوزي فعال بودنداووگونی. هاي مختلف وجود داردها ذرات فراوان گلیکوژن و اندامک د و در سیتوپلاسم آنمشبک و هستک هستن

هاي سلولی مشاهده شدند و شکل کروي و داراي هسته یوکروماتین حاوي یک یا چند هستک، ها داراي غشاء سلولی منظم بوده و به صورت توده سلول

ها داشتند و برخلاف تري نسبت به اووگونیها اندازه بزرگاووسیت. هاي مختلف در سیتوپلاسم بودند هایی با اندازهیی به شکل کروي و واکوئلهاريمیتوکند

  .اي بودندها فاقد حالت تودهاووگونی

   .301-308 ،4، شماره 2، دوره 1387تبریز، واحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی 

  هاي جنسی آغازي، اووگونی، اووسیت، جنین بز فراساختار، سلول : کلیدي کلمات

  
  

  

  مقدمه

کنندگانی اسـت کـه اهلـی       احتمالاً بز یکی از اولین نشخوار          

شده است و مدارك باستان شناسی حـاکی از همراهـی طـولانی      

). 13( رسـد  سـال مـی  10000باشد کـه بـه   مدت انسان و بز می    

 500عداد کـل بزهـا در جهـان حـدود           شود که ت  تخمین زده می  

میلیون رأس بوده و تقریباً یک سوم تعداد گاوها و گوسفندهاي           

باشـند   درصد بزهاي جهان در آسـیا مـی        5/56). 3(باشد    دنیا می 

 درصـد از ایـن تعـداد در کـشورهاي در حـال              94به طوري که    

در ایران بز تقریباً در تمام مناطق روسـتایی         ). 20( توسعه هستند 

سید مهدي بانان خجسته
1*

رضا رنجبر ،
2

،
 

نعیم آلبوغبیش
2

امیر عباس فرشید ،
3

،  

محبوبه صالحی
4
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٣٠٢

علت انطباق با شـرایط مختلـف اقلیمـی بـه صـورت سـنتی               به  

شود و  محصولاتی نظیر گوشت، شـیر،        پرورش و نگهداري می   

  ). 20، 3، 2( آیدکشمیر و  موهر از آن به دست می

 ـ        ویـژه در کـشورهاي در حـال      هلذا با در نظر گرفتن اهمیت بز ب

، هـاي اهلـی   که در مقایسه با دیگـر دام       توسعه و با عنایت بر این     

توجه کـافی بـه آن نـشده اسـت، انجـام تحقیقـات مختلـف در          

هــاي گونــاگون بیولوژیــک ایــن دام بــا ارزش خــصوص جنبــه

  .رسدضروري به نظر می

 موجود در تخمدان (Germ cell line) هاي جنسی رده سلول

هـاي   و بیضه، در مراحل اولیه رشد و نمو، تحت عنـوان سـلول            

رفولوژیـک مـشخص    طبـق شـواهد مو    . باشندجنسی آغازي می  

هـا در پـستانداران از انـدودرم دیـواره          شده است که این سـلول     

). 17( شـوند خلفی کیسه زرده و نزدیک آلانتـوئیس مـشتق مـی          

هاي فوق سپس به طرف گنادهاي رویان مهاجرت کرده و           سلول

ها و سـپس    شوند و بعد از تکثیر، ابتدا به اووگونی       ها می  وارد آن 

سـاختاري  خـصوصیات فرا  ). 1(ند  شـو هـا متمـایز مـی     اووسیت

(Ultrastructural) هـاي جنـسی در مراحـل مختلـف       سـلول

، )14( رشد و تمایز در جنین بعضی از پـستانداران مثـل مـوش            

چنـین جنـین پرنـدگان       و هم ) 10(، انسان   )18( ، خوك )8( رت

مطالعــه شــده اســت امــا در حیوانــات اهلــی از جملــه بــز  ) 9(

  . ندارداطلاعاتی در این زمینه وجود 

هـاي گونـاگون تولیـد مثـل در         با توجه به اهمیت بررسی جنبـه      

هـاي  هاي اهلی، مطالعه حاضـر بـه منظـور بررسـی ویژگـی             دام

ها ها و اووسیت  هاي جنسی آغازي، اووگونی    ساختاري سلول فرا

در زمان تکامل تخمدان و در مراحل ابتدایی رشد و نمو جنینـی        

  .بز انجام گرفت

  کار مواد و روش

هاي جنسی آغازي، از  ساختار سلولبه منظور بررسی فرا     

. هایی که در مراحل اولیه رشد و نمو بودند استفاده گردیدجنین

هاي ها از رحمبه این ترتیب که بعد از خارج کردن جنین

آوري شده از کشتارگاه و جدا نمودن غشاهاي جنینی، سن  جمع

سن ارائه شده توسط ها با استفاده از فرمول تخمین  تقریبی آن

Gall1994(  و همکاران() Y=2.74X+30.15 ،Y : سن

محاسبه شد و در ) طول فرق سر تا ریشه دم: Xجنین به روز و 

 جنین با سن کمتر از یک ماه از بخش خلفی کیسه زرده که 5

ی با طول و عرض و ضخامت هاي بافتیت بود، نمونهؤقابل ر

 1 ن ماده با سن بیشتر از  جنی10در . متر تهیه گردید  میلی5/0

ها، بعد از گشودن  ها به اووسیت اووگونیماه تا زمان تمایز 

هم در مرحله ستیغ تناسلی و هم در (دیواره شکمی، از گنادها 

هایی به طول و عرض هم نمونه) حالت تمایز یافته به تخمدان

ها جهت ثبوت بافتی، نمونه. متر تهیه شد  میلی5/0و ضخامت 

 ساعت در شرایط یخچال و در محلول گلوتارآلدئید 24به مدت 

ها سپس از نمونه.  نگهداري شدند=pH 4/7 درصد با 4

 درصد 5/2محلول فوق خارج شده و در محلول گلوتارآلدئید 

در مرحله بعد، سه بار و هر .  ساعت قرار داده شدند2به مدت 

 ثبوت.  دقیقه با محلول فسفات بافر شستشو شدند5بار به مدت 

 4 درصد به مدت 1ها در محلول تتروکسید اسمیوم ثانویه نمونه

ساعت و در یخچال انجام گرفت و سپس دوباره با بافر شستشو 

ها با استفاده از استن و با گیري نمونه مرحله آب. شدند

 100 و دو ظرف حاوي استن 96 و 90، 80، 70هاي  غلظت

. م شدگرفت انجا ساعت قرار می1درصد که در هر کدام 

 و 1:1ها توسط مخلوط رزین و استن به نسبت آغشتگی نمونه

. و سپس رزین خالص صورت گرفت ساعت 1به مدت 

هاي مخصوص و با استفاده از ها در کپسولگیري نمونه قالب

هاي میکروتوم برش انجام گرفت و توسط دستگاه اولترارزین 

آمیزي  رنگدر نهایت بعد از . تهیه گردید نانومتري 60-70نازك 

ها با استات اورانیل و سیترات سرب، توسط میکروسکوپ نمونه

 و Philips Biotwin 1100الکترونی انتقالی مدل 

   ).5(هاي الکترونی لازم تهیه شدند گراف، میکرو75میکروولت 
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٣٠٣

  نتایج

هاي جنسی آغازي که از اندودرم       ها نشان داد که سلول    یافته     

شوند، داراي انـدازه بزرگـی    زیرین میجدا شده و وارد مزانشیم  

. باشـند هاي مزانشیمی مجـاور قابـل تمـایز مـی          بوده و از سلول   

ها بیضی تا کـروي بـوده و داراي کرومـاتین مـشبک و               هسته آن 

هاي مشخص هستند به طوري کـه هـسته بخـش اعظـم              هستک

در سیتوپلاسـم کـه رنـگ       ). 1 نگـاره (کنـد   سلول را اشغال مـی    

 فراوان گلیکوژن که به صـورت تجمعـاتی   روشنی داشت، ذرات  

هاي مختلـف سیتوپلاسـم وجـود داشـتند بـه همـراه             در قسمت 

ها، دستگاه گلـژي،    ها، میتوکندري قطرات متعدد چربی، ریبوزوم   

هـا مـشاهده    فیلامنتها و میکرو  شبکه اندوپلاسمی، میکروتوبول  

هـا   محدوده سیتوپلاسمی ایـن سـلول     ). 3 و   2 هاي  نگاره(شدند  

م بوده و به علت وجود پاهاي کاذب متعدد، آمیبـی شـکل             نامنظ

  .بودند

هاي با سن بیشتر از یک ماه و در بررسی ستیغ تناسـلی     در جنین 

هـاي جنـسی     ها، مشخص شد که بعد از تمایز سـلول        و تخمدان 

هـاي اخیـر بـه طـور فعـال داراي            ها، سـلول  آغازي به اووگونی  

سـلولی مـنظم و     هـا غـشاء      این سلول . تقسیمات میتوزي هستند  

هاي آشیانه(هایی در حال تقسیم    صافی داشتند و به صورت توده     

ها با توجه به دارا بـودن شـکل         اووگونی. مشاهده شدند ) سلولی

کروي، هسته یوکروماتین با موقعیت مرکزي و وزیکولی حـاوي          

هـایی بـا   هاي سـوماتیک کـه هـسته    یک یا چند هستک از سلول 

رومـاتین متـراکم داشـتند، قابـل     اشکال مختلف و بعضاً حاوي ک   

هـا تعـداد   در سیتوپلاسـم اووگـونی  ). 4 نگـاره (تشخیص بودند  

چنـین شـبکه    و هم) 5 نگاره(زیادي میتوکندري با اشکال کروي    

هـاي فـراوان مـشاهده شـد در         اندوپلاسمیک خشن و ریبـوزوم    

حالی که شبکه گلژي زیاد مشخص نبود و تعداد کمـی قطـرات             

هـایی  چنین واکوئـل  هم). 7 و 6 هاي  رهنگا(چربی وجود داشت    

ــدازه  ــا ان ــت و     ب ــود داش ــم وج ــف در سیتوپلاس ــاي مختل ه

ها عمدتاً در زیر غـشاء سـلولی        ها و میکروفیلامنت   میکروتوبول

ها که بـا افـزایش سـن جنـین و تمـایز             اووسیت. مشاهده شدند 

هاي فولیکولی و آغاز تقسیم میوز قابل تـشخیص بودنـد،            سلول

بـرخلاف  . هاي اووگونی داشتند   ري نسبت به سلول   اندازه بزرگت 

ــونی ــشکیل آشــیانه ســلولی در   اووگ ــوزي و ت ــا، اشــکال میت ه

هـا در   تعـداد  میتوکنـدري    .  مـشاهده نـشد    هاي اووسـیت   سلول

چنـین   هـا بیـشتر بـوده و هـم        هـا نـسبت بـه اووگـونی       اووسیت

هـاي مختلــف در سیتوپلاســم  هــاي بیـشتري بــا انــدازه  واکوئـل 

  ).10 و 9، 8 هاي  نگاره(وسیت مشاهده گردید هاي او سلول

  

سلول جنسی آغازي با اندازه بزرگ و هسته کروي حاوي چند   -1نگاره

، استات اورانیل و سیترات سرب(باشد  قابل مشاهده می) فلش(هستک 

1850(  

  

  

  

سیتوپلاسم سلول جنسی آغازي حاوي قطرات چربی فراوان   -2نگاره

  ).3400 ،و سیترات سرباستات اورانیل ) (فلش(
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٣٠۴

  

  

  

  

  

  

  

در سیتوپلاسم سلول جنسی آغازي ) فلش (هاي گلیکوژن  دانه  -3نگاره

  ).7400 استات اورانیل و سیترات سرب،(

  
  

  

سلول اووگونی با شکل کروي، هسته یوکروماتین داراي دو   -4نگاره

استات اورانیل و  (mm 42 =CRLبا  هستک مشخص در تخمدان جنین

  ).2500  سرب،سیترات

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

در سیتوپلاسم سلول اووگونی در ) فلش(هاي کروي  میتوکندري  -5نگاره

 استات اورانیل و سیترات سرب، (mm 74 =CRLتخمدان جنین با 

4200.(  

  

  

به رنگ ) سر فلش(به رنگ روشن و قطره چربی ) فلش (واکوئل   -6نگاره

 mm 74 =CRLمدان جنین با در تخ تیره در سیتوپلاسم سلول اووگونی

  ).13500 استات اورانیل و سیترات سرب،(
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٣٠۵

  

  

به طور گسترده در ) فلش(شبکه اندوپلاسمیک خشن   -7نگاره  

) mm 42 =CRL) 7400سیتوپلاسم سلول اووگونی در تخمدان جنین با 

  .نیز در تصویر مشخص است) سرفلش(یک قطره چربی . شود مشاهده می

  

  

استات  (mm 270 =CRLسلول اووسیت در تخمدان جنین با   -8نگاره

اي کروي با هستک و  در این سلول هسته). 560 اورانیل و سیترات سرب،

در اطراف ) سرفلش(هاي گرانولوزا  قطرات چربی در سیتوپلاسم، سلول

  .شوند مشاهده می) O(اووسیت 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 سیتوپلاسم اووسیت در در) فلش(تعداد زیادي میتوکندري  -9نگاره

 استات اورانیل و سیترات سرب، (mm 270 =CRLتخمدان جنین با 

  .شود مشاهده می) 2500

  

  
در سیتوپلاسم سلول اووسیت در تخمدان ) فلش(هاي متعدد  واکوئل -10نگاره

  ).3400 استات اورانیل و سیترات سرب، (mm 270 =CRLجنین با 
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  گیري بحث و نتیجه

Motta اند کـه در انـسان   گزارش کرده) 1997(  و همکاران    

هاي جنسی آغازي در حال تکثیر  از هفته نهم بعد از لقاح، سلول    

 چـه یابنـد و اگر هـاي اووگـونی تمـایز مـی       در تخمدان به سلول   

هـاي جنـسی    هاي اووگونی در حالت کلـی مـشابه سـلول         سلول

اي فعالیـت   ها این اسـت کـه دار       ن باشند، اما ویژگی آ   آغازي می 

هـاي   هایی از سـلول میتوزي زیادي بوده و تمایل به تشکیل توده     

در حال تقسیم که داراي اشکال کروموزومی مشابهی بـوده و بـا         

بـه  ). 17(باشـند   هاي بین سلولی به هم متـصل هـستند، مـی           پل

ها ناشی از   سیتیوم، تشکیل این نوع سن    )Gondos) 1984عقیده  

هنگام وقـوع تقـسیمات میتـوزي       تقسیم ناکامل جسم سلولی به      

اند اظهار کرده ) 1997( و همکاران    Motta). 11(باشد  سریع می 

هاي بین سلولی احتمالاً در تمایز و یا دژنراسیون یک رده            که پل 

هاي جنسی در درون هـر آشـیانه سـلولی نقـش دارنـد           از سلول 

هـا  هاي سلولی اووگونینتایج این بررسی در مورد ویژگی    ). 17(

دارا بودن شکل کروي سلول، هسته وزیکولی یوکرومـاتین         نظیر  

و حاوي یک یا چند هستک به همراه وجود شبکه اندوپلاسـمی          

-ها در سیتوپلاسم مـشابه یافتـه      ها و میتوکندري  خشن، ریبوزوم 

ــاي  ــاران Sathananthanهــ  و Mottaو ) 2000( و همکــ

هـر چنـد کـه      ). 19  و 17(باشـد   در انسان می  ) 1997(همکاران  

 و همکـاران در انـسان، کـه     Sathananthanخلاف گزارش   بر

ــدري ــراکم و   میتوکن ــاتریکس مت ــشیده و م ــکل ک ــه ش ــایی ب ه

انـد، در ایـن مطالعـه     اي بـزرگ، مـشاهده کـرده      کریستاهاي لوله 

متـراکم   اغلب بـه شـکل کـروي و مـاتریکس غیر            هامیتوکندري

  . مشاهده شد

Bakerو   Franchi  )1967( ،Byskov) 1982 (و 

Makabeــاران ــرده )1991(  و همک ــزارش ک ــه در  ، گ ــد ک ان

هاي لیپیـدي و گلیکـوژن از نظـر         هاي اووگونی گنجیدگی   سلول

هاي  ایـن پـژوهش      یابد که مشابه یافته   اندازه و تعداد کاهش می    

  ).15  و6، 4(باشد می

 12-13، در انـسان     )1986( و همکاران    Gondosطبق گزارش   

 در حال تکثیر در قـسمت  هاي اووگونیهفته بعد از لقاح، سلول  

هـاي  داخلی قشر تخمدان قرار گرفته و شروع به تمایز به سلول          

  ).12(نمایند اووسیت می

اي به مراتب بزرگتر از  هاي اووسیت اندازه   سلول ،در این بررسی  

ها یوکرومـاتین و کـروي        داشتند و هسته آن    هاي اووگونی سلول

مراحل مختلف میـوز را نـشان       بوده و داراي چند هستک بود و        

هـا   ها در سیتوپلاسم آن    ها و واکوئل  دادند و تعداد میتوکندري   می

هـا مـشابه نتـایج حاصـله توسـط           ایـن یافتـه   . افزایش یافته بـود   

Motta   ایـن محققـین   . باشـد در انسان مـی ) 1997( و همکاران

هاي اووسیت نیز مشاهده    اند که در سلول   چنین گزارش کرده   هم

باشـد و در سیتوپلاسـم ایـن        معمول نمی بین سلولی غیر  هاي    پل

ها در طول سطح خارجی غـشاء هـسته کـه           ها میتوکندري  سلول

گیرند و دستگاه   باشند، قرار می  ها می  اغلب همراه با میکروتوبول   

بـر اسـاس نظـر      ). 17( گیـرد گلژي در نزدیک هـسته قـرار مـی        

Makabe     سته ها در نزدیک ه ـ    و همکاران، قطبی شدن اندامک

باشـد،  که براي متابولیسم اووسیت در مراحل اولیه ضروري مـی         

  ).16(ها دارد  بستگی به فعالیت میکروتوبول

هـاي جنـسی آغـازي فقـط در      ساختار سـلول  در این مطالعه، فرا   

تلیـوم کیـسه زرده      ها از اپی    اي انجام گرفت که این سلول     مرحله

در . شـتند در حال جدا شدن بوده و در مزانشیم زیـرین قـرار دا            

هاي جنسی آغـازي داراي      بررسی حاضر مشخص شد که سلول     

اندازه بزرگ، هسته درشت و بیضی تا کروي حـاوي کرومـاتین            

هاي واضـح، وجـود ذرات متعـدد گلیکـوژن و     مشبک و هستک  

هــا، شــبکه قطــرات چربــی در سیتوپلاســم بــه همــراه ریبــوزوم

ي  اندوپلاسمیک خشن، شبکه گلژي و تعـداد زیـادي میتوکنـدر          

  .باشندمی

ــط     ــوش توس ــر روي م ــه ب ــشابهی در مطالع ــایج م  و Jeonنت

Kennedy) 1973) (14(    ،Spiegelman       و Bennet 

)1973) (21(  ،Zamboni    و Merchant) 1973) (22(،  در 

ــط  ــط ،)Clark) 1975) (8 و Eddyرت توس ــوك توس  در خ
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٣٠٧

Pelliniemi )1976) (18(،  ــط ــه توسـ  و Fujimoto جوجـ

  و همکـاران  Fujimoto و انسان توسـط      )9) (1975(همکاران  

ــاران Mottaو ) 10) (1977( ــ) 1997( و همک ــده  هب دســت آم

  ).17(است 

هـا و در     هـاي سـاختاري در ایـن سـلول        با ایـن وجـود تفـاوت      

هـاي جنـسی آغـازي در        سلول. داران مختلف وجود دارد   آمنیون

باشـند امـا تعـداد      جوندگان داراي گلیکوژن و چربی کمـی مـی        

هـاي   ي آن زیاد است ولی در انسان و جوجـه سـلول           هاریبوزوم

ــز       ــی و نی ــوژن و چرب ــادي گلیک ــدار زی ــازي مق ــسی آغ جن

  ).10(هاي متعدد دارند  ریبوزوم

هــا،  در مــورد وجــود مقــدار زیــادي گلیکــوژن در ایــن ســلول 

Clawson   و Domm )1963 ( اند که این ماده بـه      اظهار داشته

هـاي جنـسی    سـلول عنوان منبع انرژي لازم در زمـان مهـاجرت       

 و همکـاران    Fujimoto). 7( نمایـد    می عملآغازي در جوجه    

هاي جنسی آغازي انسان     همین نظریه را در مورد سلول     ) 1977(

  ).10(اند ارائه نموده

هـاي جنـسی    در بررسی حاضر مشخص گردید که شکل سـلول    

آغــازي آمبوئیــد و بــزرگ بــوده و داراي پاهــاي کــاذب متعــدد 

 و  Mottaو  ) 10) (1977( و همکـاران     Fujimoto. باشـند  می

). 17(انـد   همکاران نیز در انسان گـزارش مـشابهی ارائـه کـرده           

چنین در موش و جوجه همین ویژگی مـشاهده شـده اسـت              هم

  ). 22  و10(

و Fujimoto هاي جنسی آغـازي،   در بررسی فراساختار  سلول

 ـ      مشاهده کرده ) 1977(همکاران   ن اند که گاهاً در سیتوپلاسـم ای

ایـن  . ها وجـود دارنـد    ها و میکروفیلامنت   ها، میکروتوبول  سلول

ساختارها امکان دارد در تغییر شکل و ایجـاد پاهـاي کـاذب در              

شـود  بنابراین نتیجه گرفته مـی . زمان مهاجرت نقش داشته باشند    

ــد، حــداقل مکانیــسم مهمــی در مهــاجرت   کــه حرکــت آمبوئی

 و  Jeonن وجـود،    با ای ). 10(باشد  هاي جنسی آغازي می    سلول

Kennedy) 1973 (انــد کــه در مــوش حرکــات اظهــار داشــته

هاي جنسی آغازي سؤال برانگیز است، چرا که در          آمبوئید سلول 

هاي جنسی آغازي پاهـاي کـاذب مـشاهده          تعداد کمی از سلول   

هاي جنسی آغـازي   همین محققین معتقدند که سلول . شده است 

وژنتیک انـدودرم کیـسه   به طور غیرفعال و به دنبال حرکت مورف     

کنند و پاهـاي    باشد، مهاجرت می  زرده که براي تشکیل روده می     

ولی ). 14(آیند  کاذب احتمالاً در نتیجه این حرکت به وجود می        

 Fujimoto ــاران ــت  ) 1977(و همک ــن حرک ــه ای ــد ک معتقدن

تلیوم  ها از اپی   اي که آن  مورفوژنتیک ممکن است فقط در مرحله     

  ).10(نقش داشته باشد شوند، روده جدا می
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Abstract

     According to morphological evidences, primordial germ cells (PGCs) are derived from the caudal 
endoderm of the yolk sac and migrate to embryonic gonads. After entering the gonads, first they 
differentiate to oogonia and then to oocytes. In the present study, ultrastructure of PGCs, oogonia and 
oocytes has been examined. Tissue samples were collected from posterior parts of the yolk sacs of 
fetuses in the early stages of development (with age of less than 1 month), and also gonads of fetuses 
at later developmental stages (with age of more than 1 month). Samples were studied using 
transmission electron microscopy after fixation, washing with buffers, dehydration, embedding and 
staining with uranyl acetate and lead citrate. The Results indicated that PGCs were large with oval to 
spherical nuclei, reticular chromatin with nucleoli, and there were plenty of glycogen and also 
different organelles in their cytoplasm. Oogonia showed active mitotic divisions. These cells had 
regular plasma membranes and were observed as cellular clusters with spherical shape, euchromatin 
nucleus containing one or more nucleoli, round mitochondria and vacuoles with different sizes in 
cytoplasm. Oocytes had larger sizes in comparison with oogonia but didn't show cellular clusters.

Keywords: Ultrastructure, primordial germ cells, oogonia, oocytes, goat, fetus
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چكيده

     طبق شواهد مورفولوژیک، سلول‌های جنسی آغازی از اندودرم خلفی کیسه زرده مشتق شده و به طرف گناد​های رویان مهاجرت می​کنند و بعد از ورود به گنادها، ابتدا به اووگونی​ها و سپس اووسیت​ها تمایز می​یابند. در این مطالعه فراساختار سلول‌های جنسی آغازی، اووگونی​ها و اووسیت​ها در جنین بز مطالعه شده است. به این ترتیب که از  بخش خلفی کیسه زرده جنین​های موجود در مراحل اولیه رشد و نمو (سن زیر 1 ماه) و همچنین از گنادهای جنینهای با سنین بیشتر (سن بیش از 1 ماه) نمونه​های بافتی تهیه و بعد از ثبوت، شستشو با بافر، آب‌گیری و آغشتگی، با استات‌اورانیل و سیترات‌سرب رنگ‌آمیزی شده و توسط میکروسکوپ الکترونی انتقالی مطالعه شدند. نتایج نشان داد که سلول‌های جنسی آغازی دارای اندازه بزرگ، هسته بیضی تا کروی و کروماتین مشبک و هستک هستند و در سیتوپلاسم آن‌ها ذرات فراوان گلیکوژن و اندامک​های مختلف وجود دارد. اووگونی​ها دارای تقسیمات میتوزی فعال بودند. این سلول‌ها دارای غشاء سلولی منظم بوده و به صورت توده​های سلولی مشاهده شدند و شکل کروی و دارای هسته یوکروماتین حاوی یک یا چند هستک، میتوکندری​هایی به شکل کروی و واکوئل​هایی با اندازه‌های مختلف در سیتوپلاسم بودند. اووسیت​ها اندازه بزرگ​تری نسبت به اووگونی​ها داشتند و برخلاف اووگونی​ها فاقد حالت توده​ای بودند.

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1387، دوره 2، شماره 4، 308-301. 


 کلمات کليدی: فراساختار، سلول‌هاي جنسي آغازي، اووگوني، اووسيت، جنين بز

مقدمه

     احتمالاً بز یکی از اولین نشخوارکنندگانی است که اهلی شده است و مدارک باستان شناسی حاکی از همراهی طولانی مدت انسان و بز می​باشد که به 10000 سال می​رسد (13). تخمین زده می​شود که تعداد کل بزها در جهان حدود 500 میلیون رأس بوده و تقریباً یک سوم تعداد گاوها و گوسفندهای دنیا می‌باشد (3). 5/56 درصد بزهای جهان در آسیا می​باشند به طوری که 94 درصد از این تعداد در کشورهای در حال توسعه هستند (20). در ایران بز تقریباً در تمام مناطق روستایی به علت انطباق با شرایط مختلف اقلیمی به صورت سنتی پرورش و نگهداری می​شود و  محصولاتی نظیر گوشت، شیر، کشمیر و  موهر از آن به دست می​آید (2، 3، 20). 


لذا با در نظر گرفتن اهمیت بز به‌ویژه در کشورهای در حال توسعه و با عنایت بر این‌که در مقایسه با دیگر دام​های اهلی، توجه کافی به آن نشده است، انجام تحقیقات مختلف در خصوص جنبه​های گوناگون بیولوژیک این دام با ارزش ضروری به نظر می​رسد.


رده سلول‌های جنسی (Germ cell line) موجود در تخمدان و بیضه، در مراحل اولیه رشد و نمو، تحت عنوان سلول‌های جنسی آغازی می​باشند. طبق شواهد مورفولوژیک مشخص شده است که این سلول‌ها در پستانداران از اندودرم دیواره خلفی کیسه زرده و نزدیک آلانتوئیس مشتق می​شوند (17). سلول‌های فوق سپس به طرف گنادهای رویان مهاجرت کرده و وارد آن‌ها می​شوند و بعد از تکثیر، ابتدا به اووگونی​ها و سپس اووسیت​ها متمایز می​شوند (1). خصوصیات فراساختاری (Ultrastructural) سلول‌های جنسی در مراحل مختلف رشد و تمایز در جنین بعضی از پستانداران مثل موش (14)، رت (8)، خوک (18)، انسان (10) و هم‌چنین جنین پرندگان (9) مطالعه شده است اما در حیوانات اهلی از جمله بز اطلاعاتی در این زمینه وجود ندارد. 


با توجه به اهمیت بررسی جنبه​های گوناگون تولید مثل در دام‌های اهلی، مطالعه حاضر به منظور بررسی ویژگی​های فراساختاری سلول‌های جنسی آغازی، اووگونی​ها و اووسیت​ها در زمان تکامل تخمدان و در مراحل ابتدایی رشد و نمو جنینی بز انجام گرفت.

 مواد و روش‌كار

     به منظور بررسی فراساختار سلول‌های جنسی آغازی، از جنین​هایی که در مراحل اولیه رشد و نمو بودند استفاده گردید. به این ترتیب که بعد از خارج کردن جنین​ها از رحم​های جمع‌آوری شده از کشتارگاه و جدا نمودن غشاهای جنینی، سن تقریبی آن‌ها با استفاده از فرمول تخمین سن ارائه شده توسط Gall و همکاران (1994) (Y=2.74X+30.15، Y: سن جنین به روز و X: طول فرق سر تا ریشه دم) محاسبه شد و در 5 جنین با سن کمتر از یک ماه از بخش خلفی کیسه زرده که قابل رؤیت بود، نمونه​های بافتی با طول و عرض و ضخامت 5/0 میلی‌متر تهیه گردید. در 10 جنین ماده با سن بیشتر از ‌1 ماه تا زمان تمایز اووگونی‌ها به اووسیت‌ها، بعد از گشودن دیواره شکمی، از گنادها (هم در مرحله ستيغ تناسلی و هم در حالت تمایز یافته به تخمدان) هم نمونه​هایی به طول و عرض و ضخامت 5/0 میلی‌متر تهیه شد. جهت ثبوت بافتی، نمونه​ها به مدت 24 ساعت در شرایط یخچال و در محلول گلوتارآلدئید 4 درصد با 4/7 pH= نگهداری شدند. نمونه​ها سپس از محلول فوق خارج شده و در محلول گلوتارآلدئید 5/2 درصد به مدت 2 ساعت قرار داده شدند. در مرحله بعد، سه بار و هر بار به مدت 5 دقیقه با محلول فسفات بافر شستشو شدند. ثبوت ثانویه نمونه​ها در محلول تتروکسید اسمیوم 1 درصد به مدت 4 ساعت و در یخچال انجام گرفت و سپس دوباره با بافر شستشو شدند. مرحله آب‌گیری نمونه​ها با استفاده از استن و با غلظت‌های 70، 80، 90 و 96 و دو ظرف حاوی استن 100 درصد که در هر کدام 1 ساعت قرار می​گرفت انجام شد. آغشتگی نمونه​ها توسط مخلوط رزین و استن به نسبت 1:1 و به مدت 1 ساعت و سپس رزین خالص صورت گرفت. قالب‌گیری نمونه​ها در کپسول​های مخصوص و با استفاده از رزین انجام گرفت و توسط دستگاه اولترا‌میکروتوم برش​های نازک 70-60 نانومتری تهیه گردید. در نهایت بعد از رنگ‌آمیزی نمونه​ها با استات اورانیل و سیترات سرب، توسط میکروسکوپ الکترونی انتقالی مدل Philips Biotwin 1100  و میکروولت 75، میکروگراف​های الکترونی لازم تهیه شدند (5). 


نتايج

     یافته​ها نشان داد که سلول‌های جنسی آغازی که از اندودرم جدا شده و وارد مزانشیم زیرین می​شوند، دارای اندازه بزرگی بوده و از سلول‌های مزانشیمی مجاور قابل تمایز می​باشند. هسته آن‌ها بیضی تا کروی بوده و دارای کروماتین مشبک و هستک‌های مشخص هستند به طوری که هسته بخش اعظم سلول را اشغال می​کند (نگاره 1). در سیتوپلاسم که رنگ روشنی داشت، ذرات فراوان گلیکوژن که به صورت تجمعاتی در قسمت​های مختلف سیتوپلاسم وجود داشتند به همراه قطرات متعدد چربی، ریبوزوم​ها، میتوکندری​ها، دستگاه گلژی، شبکه اندوپلاسمی، میکروتوبول​ها و میکروفیلامنت​ها مشاهده شدند (نگاره‌هاي 2 و 3). محدوده سیتوپلاسمی این سلول‌ها نامنظم بوده و به علت وجود پاهای کاذب متعدد، آمیبی شکل بودند.


در جنین​های با سن بیشتر از یک ماه و در بررسی ستيغ تناسلی و تخمدان​ها، مشخص شد که بعد از تمایز سلول‌های جنسی آغازی به اووگونی​ها، سلول‌های اخیر به طور فعال دارای تقسیمات میتوزی هستند. این سلول‌ها غشاء سلولی منظم و صافی داشتند و به صورت توده​هایی در حال تقسیم (آشیانه​های سلولی) مشاهده شدند. اووگونی​ها با توجه به دارا بودن شکل کروی، هسته یوکروماتین با موقعیت مرکزی و وزیکولی حاوی یک یا چند هستک از سلول‌های سوماتیک که هسته​هایی با اشکال مختلف و بعضاً حاوی کروماتین متراکم داشتند، قابل تشخیص بودند (نگاره 4). در سیتوپلاسم اووگونی​ها تعداد زیادی میتوکندری با اشکال کروی (نگاره 5) و هم‌چنین شبکه اندوپلاسمیک خشن و ریبوزوم​های فراوان مشاهده شد در حالی که شبکه گلژی زیاد مشخص نبود و تعداد کمی قطرات چربی وجود داشت (نگاره‌ هاي 6 و 7). هم‌چنین واکوئل​هایی با اندازه​های مختلف در سیتوپلاسم وجود داشت و میکروتوبول‌ها و میکروفیلامنت​ها عمدتاً در زیر غشاء سلولی مشاهده شدند. اووسیت​ها که با افزایش سن جنین و تمایز سلول‌های فولیکولی و آغاز تقسیم میوز قابل تشخیص بودند، اندازه بزرگتری نسبت به سلول‌های اووگونی داشتند. برخلاف اووگونی​ها، اشکال میتوزی و تشکیل آشیانه سلولی در سلول‌های اووسیت​ مشاهده نشد. تعداد  میتوکندری​ها در اووسیت​ها نسبت به اووگونی​ها بیشتر بوده و هم‌چنین واکوئل‌های بیشتری با اندازه​های مختلف در سیتوپلاسم سلول‌های اووسیت مشاهده گردید (نگاره‌ هاي 8، 9 و 10).
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نگاره1-  سلول جنسي آغازي با اندازه بزرگ و هسته كروي حاوي چند هستك (فلش) قابل مشاهده مي‌باشد (استات اورانيل و سيترات سرب، 1850×)
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نگاره2-  سيتوپلاسم سلول جنسي آغازي حاوي قطرات چربي فراوان (فلش) (استات اورانيل و سيترات سرب، 3400×).
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نگاره3-  دانه‌هاي گليكوژن (فلش ) در سيتوپلاسم سلول جنسي آغازي (استات اورانيل و سيترات سرب، 7400×).
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نگاره4-  سلول اووگوني با شكل كروي، هسته يوكروماتين داراي دو هستك مشخص در تخمدان جنين با mm 42= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 2500×).
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نگاره5-  ميتوكندري‌هاي كروي (فلش) در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 74= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 4200×).
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نگاره6-  واكوئل (فلش ) به رنگ روشن و قطره چربي (سر فلش) به رنگ تيره در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 74= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 13500×).
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  نگاره7-  شبكه اندوپلاسميك خشن (فلش) به طور گسترده در سيتوپلاسم سلول اووگوني در تخمدان جنين با mm 42= CRL (7400×) مشاهده مي‌شود. يك قطره چربي (سرفلش) نيز در تصوير مشخص است.
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نگاره8-  سلول اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 560×). در اين سلول هسته‌اي كروي با هستك و قطرات چربي در سيتوپلاسم، سلول‌هاي گرانولوزا (سرفلش) در اطراف اووسيت (O) مشاهده مي‌شوند.
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نگاره9- تعداد زيادي ميتوكندري (فلش) در سيتوپلاسم اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 2500×) مشاهده مي‌شود.
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نگاره10- واكوئل‌هاي متعدد (فلش) در سيتوپلاسم سلول اووسيت در تخمدان جنين با mm 270= CRL (استات اورانيل و سيترات سرب، 3400×).
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Motta      و همکاران (1997) گزارش کرده​اند که در انسان از هفته نهم بعد از لقاح، سلول‌های جنسی آغازی در حال تکثیر در تخمدان به سلول​های اووگونی تمایز می​یابند و اگرچه سلول​های اووگونی در حالت کلی مشابه سلول‌های جنسی آغازی می​باشند، اما ویژگی آ‌ن‌ها این است که دارای فعالیت میتوزی زیادی بوده و تمایل به تشکیل توده​هایی از سلول‌های در حال تقسیم که دارای اشکال کروموزومی مشابهی بوده و با پل‌های بین سلولی به هم متصل هستند، می​باشند (17). به عقیده Gondos (1984)، تشکیل این نوع سنسیتیوم​ها ناشی از تقسیم ناکامل جسم سلولی به هنگام وقوع تقسیمات میتوزی سریع می​باشد (11). Motta و همکاران (1997) اظهار کرده​اند که پل‌های بین سلولی احتمالاً در تمایز و یا دژنراسیون یک رده از سلول‌های جنسی در درون هر آشیانه سلولی نقش دارند (17). نتایج این بررسی در مورد ویژگی​های سلولی اووگونی​ها نظیر دارا بودن شکل کروی سلول، هسته وزیکولی یوکروماتین و حاوی یک یا چند هستک به همراه وجود شبکه اندوپلاسمی خشن، ریبوزوم​ها و میتوکندری​ها در سیتوپلاسم مشابه یافته​های Sathananthan و همکاران (2000) و Motta و همکاران (1997) در انسان می​باشد (17 و 19). هر چند که برخلاف گزارش Sathananthan و همکاران در انسان، که میتوکندری​هایی به شکل کشیده و ماتریکس متراکم و کریستاهای لوله​ای بزرگ، مشاهده کرده​اند، در این مطالعه میتوکندری​ها اغلب به شکل کروی و ماتریکس غیرمتراکم مشاهده شد. 


Baker  و Franchi ( 1967)، Byskov (1982) و Makabe و همکاران (1991)، گزارش کرده​اند که در سلول‌های اووگونی گنجیدگی​های لیپیدی و گلیکوژن از نظر اندازه و تعداد کاهش می​یابد که مشابه یافته​های  این پژوهش می​باشد (4، 6 و 15).
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در این بررسی، سلول​های اووسیت اندازه​ای به مراتب بزرگتر از سلول​های اووگونی​ داشتند و هسته آن‌ها یوکروماتین و کروی بوده و دارای چند هستک بود و مراحل مختلف میوز را نشان می​دادند و تعداد میتوکندری​ها و واکوئل‌ها در سیتوپلاسم آن‌ها افزایش یافته بود. این یافته​ها مشابه نتایج حاصله توسط  Motta و همکاران (1997) در انسان می​باشد. این محققین هم‌چنین گزارش کرده​اند که در سلول​های اووسیت نیز مشاهده پل‌های بین سلولی غیرمعمول نمی​باشد و در سیتوپلاسم این سلول‌ها میتوکندری​ها در طول سطح خارجی غشاء هسته که اغلب همراه با میکروتوبول‌ها می​باشند، قرار می​گیرند و دستگاه گلژی در نزدیک هسته قرار می​گیرد (17). بر اساس نظر Makabe و همکاران، قطبی شدن اندامک​ها در نزدیک هسته که برای متابولیسم اووسیت در مراحل اولیه ضروری می​باشد، بستگی به فعالیت میکروتوبول‌ها دارد (16).


در این مطالعه، فراساختار سلول‌های جنسی آغازی فقط در مرحله​ای انجام گرفت که این سلول‌ها از اپی‌تلیوم کیسه زرده در حال جدا شدن بوده و در مزانشیم زیرین قرار داشتند. در بررسی حاضر مشخص شد که سلول‌های جنسی آغازی دارای اندازه بزرگ، هسته درشت و بیضی تا کروی حاوی کروماتین مشبک و هستک​های واضح، وجود ذرات متعدد گلیکوژن و قطرات چربی در سیتوپلاسم به همراه ریبوزوم​ها، شبکه اندوپلاسمیک خشن، شبکه گلژی و تعداد زیادی میتوکندری  می​باشند.


نتایج مشابهی در مطالعه بر روی موش توسط Jeon و Kennedy (1973) (14)، Spiegelman و Bennet (1973) (21)، Zamboni و Merchant (1973) (22)، در رت توسط Eddy و Clark (1975) (8)، در خوک توسط Pelliniemi (1976) (18)، جوجه توسط Fujimoto و همکاران (1975) (9) و انسان توسط Fujimoto و همکاران (1977) (10) و Motta و همکاران (1997) به‌دست آمده است (17).


با این وجود تفاوت​های ساختاری در این سلول‌ها و در آمنیونداران مختلف وجود دارد. سلول‌های جنسی آغازی در جوندگان دارای گلیکوژن و چربی کمی می​باشند اما تعداد ریبوزوم​های آن زیاد است ولی در انسان و جوجه سلول‌های جنسی آغازی مقدار زیادی گلیکوژن و چربی و نیز ریبوزوم‌های متعدد دارند (10).


در مورد وجود مقدار زیادی گلیکوژن در این سلول‌ها، Clawson و Domm (1963) اظهار داشته​اند که این ماده به عنوان منبع انرژی لازم در زمان مهاجرت سلول‌های جنسی آغازی در جوجه عمل می‌نماید (7). Fujimoto و همکاران (1977) همین نظریه را در مورد سلول‌های جنسی آغازی انسان ارائه نموده​اند (10).


در بررسی حاضر مشخص گردید که شکل سلول‌های جنسی آغازی آمبوئید و بزرگ بوده و دارای پاهای کاذب متعدد می‌باشند. Fujimoto و همکاران (1977) (10) و Motta و همکاران نیز در انسان گزارش مشابهی ارائه کرده​اند (17). هم‌چنین در موش و جوجه همین ویژگی مشاهده شده است (10 و 22). 


در بررسی فراساختار  سلول‌های جنسی آغازی،  Fujimotoو همکاران (1977) مشاهده کرده​اند که گاهاً در سیتوپلاسم این سلول‌ها، میکروتوبول‌ها و میکروفیلامنت​ها وجود دارند. این ساختارها امکان دارد در تغییر شکل و ایجاد پاهای کاذب در زمان مهاجرت نقش داشته باشند. بنابراین نتیجه گرفته می​شود که حرکت آمبوئید، حداقل مکانیسم مهمی در مهاجرت سلول‌های جنسی آغازی می​باشد (10). با این وجود، Jeon و Kennedy (1973) اظهار داشته​اند که در موش حرکات آمبوئید سلول‌های جنسی آغازی سؤال برانگیز است، چرا که در تعداد کمی از سلول‌های جنسی آغازی پاهای کاذب مشاهده شده است. همین محققین معتقدند که سلول‌های جنسی آغازی به طور غیرفعال و به دنبال حرکت مورفوژنتیک اندودرم کیسه زرده که برای تشکیل روده می​باشد، مهاجرت می​کنند و پاهای کاذب احتمالاً در نتیجه این حرکت به وجود می​آیند (14). ولی  Fujimotoو همکاران (1977) معتقدند که این حرکت مورفوژنتیک ممکن است فقط در مرحله​ای که آن‌ها از اپی‌تلیوم روده جدا می​شوند، نقش داشته باشد (10).
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Abstract


     According to morphological evidences, primordial germ cells (PGCs) are derived from the caudal endoderm of the yolk sac and migrate to embryonic gonads. After entering the gonads, first they differentiate to oogonia and then to oocytes. In the present study, ultrastructure of PGCs, oogonia and oocytes has been examined. Tissue samples were collected from posterior parts of the yolk sacs of fetuses in the early stages of development (with age of less than 1 month), and also gonads of fetuses at later developmental stages (with age of more than 1 month). Samples were studied using transmission electron microscopy after fixation, washing with buffers, dehydration, embedding and staining with uranyl acetate and lead citrate. The Results indicated that PGCs were large with oval to spherical nuclei, reticular chromatin with nucleoli, and there were plenty of glycogen and also different organelles in their cytoplasm. Oogonia showed active mitotic divisions. These cells had regular plasma membranes and were observed as cellular clusters with spherical shape, euchromatin nucleus containing one or more nucleoli, round mitochondria and vacuoles with different sizes in cytoplasm. Oocytes had larger sizes in comparison with oogonia but didn't show cellular clusters.
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