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  چکیده
ناحیه هیپوکامپ داراي غلظت بسیار بالایی از عنصر روي می باشد که در انتقال سیناپسی و احتمالاً در شکل پذیري و  :زمینه و هدف

دوره هاي  هیپوکامپ جنین هاي رت در طیدر این تحقیق قصد بر آن است که میزان روي را در تشکیلات . نقش داردرشد هیپوکامپ 
  .قرار دهیم ی زیر نواحی هیپوکامپ مورد بررسیو ارتباط آن را با تغییرات حجم Timmقبل و بعد از تولد با استفاده از متد 

ها با روش تیم رنگ نمونه. ژاد ویستار استفاده گردید  روزه رت ن 14و  7و نوزادان  21و  11در این مطالعه از جنین هاي  :مواد و روش کار
حجم زیر نواحی هیپوکامپ نیز به شیوه کاولیاري اندازه .کمی گردید Mat lab 5/7 گ پذیري با استفاده از نرم افزارمیزان رن و آمیزي

 . حلیل قرار گرفتمورد تجزیه ت Mat lab 7نتایج با نرم افزار  .گیري شد
میزان کمی شده رنگ  .پس از تولد منفی بودقبل از تولد و هفته اول و دوم  21 و 11در روز هاي  Timmنیجه رنگ آمیزي  :یافته ها

در روزهاي   CA3و CA1 ،حجم نواحی جیروس دندانه دار اختلاف  ).<P 05/0( نیز اختلاف معنی داري نشان نداد Timmپذیري به شیوه 
پس از تولد اختلاف معنی داري با  14در حالیکه این میزان در روز  .)<P 05/0(اختلاف معنی دار نشان نداد  پس از تولد 7تا روز  جنینی

 ).<P 05/0(نشان داد  21و  11پس از تولد و دوره جنینی  7روز هاي 
و هیپوکامپ از هفته دوم پس از تولد به شکل به نظر می رسد روي در جریان تکامل مورفومتریک هیپوکامپ نقش ندارد : نتیجه گیري

  .نهایی خود می رسد
 روي، هیپوکامپ، استریولوژیک، روش تیم: واژه هاي کلیدي

  مقدمه
و  نوان مرکز سیستم لیمبیک در حافظههیپوکامپ به ع

نقش کلیدي در انسان  (cognitive map) نقشه شناختی
باط بسیار تکامل هیپوکامپ ارت. و حیوانات ایفا می نماید

هیپوکامپ در کف . تنگاتنگی با تکامل مغز دارد نزدیک و
لحاظ ساختاري از  تمپورال بطن طرفی قرار دارد و بهشاخ 

دو ناحیه شاخ آمون و جیروس دندانه دار تشکیل یافته 
 Cدر مقاطع بافتی این دو ناحیه به شکل دو حرف . است

. ]3، 2 ،1[ اندافتهی آرایش ورفتهفر در هم
وآرکیتکتونیک هیپوکامپ نتیجه دینامیک لایه هاي هیست

نیروهاي درونزاد که . سلولی در طی تکامل جنینی است
موجب رانش و درهم تنیدگی جیروس دندانه دار و شاخ 
آمون می شوند احتمالاً از عواملی مانند تکثیر سلولی و 

پایانه هاي سیناپسی در  .سیناپتوژنزیس نشأت می گیرند
غلظت بسیار بالایی از روي است که در  هیپوکامپ داراي

و رشد  شکل پذیريانتقال سیناپسی و احتمالاً در 
روند تکاملی صحیح نیازمند . ]5 ،4[هیپوکامپ نقش دارد 

ارکستر هماهنگ سیناپسی نرمال است و هرگونه انحراف 
از روند طبیعی چرخش و دینامیک تکاملی در هیپوکامپ 

پژوهشی مقاله  
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مطالعات نشان داده . رددمنجر به آنومالیهاي مغزي می گ
است که ناهنجاریهاي مورفولوژیک هیپوکامپ با 
آنومالیهاي مغز مانند آژنزي کورپوس کالوزوم، لیسنسفالی، 

. ]6[هولوپروزنسفالی، صرع تمپورال و آلزایمر همراه است 
هیپوکامپ  به طور مثال آنومالی شکل یا وضعیت قرارگیري

هاي کورتکس  در ناهنجاري به صورت چرخش غیرطبیعی
تکامل دینامیک هیپوکامپ  ]9 ،8 ،7[. گزارش شده است

انسان از ماه دوم زندگی ( هفته پس از تولد 2در رت تا 
و ساختمان بالغ و نهایی آن . ادامه دارد) داخل رحمی آغاز

متأثر از عوامل متعددي همچون سیناپتوژنزیس، ارتباطات 
جمله عوامل از. مرگ برنامه ریزي شده می باشدنورونی و 

مؤثر در سیناپتوژنزیس و ارتباطات نورونی بین شاخ آمون 
روي دومین . و جیروس دندانه دار عنصر روي می باشد

مقدار آن درتشکیلات . باشدعنصر فراوان در مغز می
 .شتر از مقدار آن در مغز می باشدهیپوکامپ سه برابر بی

 یاري از فعالیتهاي سلولی از جملهعنصر روي دربس
آنزیم ها، درثبات  ها،عملکرد پروتئین ابولیسم،مت
عنصر  .اکسیدانی نقش دارد آنتی و  DNA,RNAختارسا

روي در بافت عصبی درتنظیم انتقال سیناپسی و همچنین 
عنصر روي ]. 10-13[ رسپتوري نقش حیاتی ایفا می کند

در تبدیل اسید گلوتامیک به گلوتامات نقش دارد و به 
انه هاي اکسون هاي گرانولر که در مقدار فراوان در پای

]. 15، 14[ سیناپس می نمایند یافت می شود CA3 ناحیه
مطالعات نشان داده است که کمبود روي باعث 
ناهنجاریهاي سیستم عصبی مرکزي و کاهش فعالیت 

بررسی تکامل هیپوکامپ اغلب ]. 14[ سیناپسی می گردد
افتی نیز مطالعات ب. بر پایه شواهد تصویرنگاري بوده است

صرفاً به مقایسه لایه هاي بافتی هیپوکامپ در انسان و 
با توجه به اهمیت عنصر روي  .]16[ میمون پرداخته اند

در تکامل سیستم عصبی، مقایسه تغییرات آن در طی 
تکامل مورفولوژیک قبل و بعد از تولد هیپوکامپ می تواند 
به درك پاتولوژي هاي مرتبط با مورفولوژي این بخش 

هدف از این مطالعه بررسی میزان روي در . مک نمایدک
تشکیلات هیپوکامپ جنین هاي رت در دوره هاي قبل و 

و تغییرات حجمی  Timm بعد از تولد با استفاده از متد
شاخ آمون را با روش استریولوژیک و داده  این ناحیه و

  .ي نوروآناتومیک اندازه گیري نماییم پردازي بر پایه رایانه

  راکروش 
 gr( سر رت نر بالغ نژاد ویستار 2و  سر رت ماده بالغ 8

زگاري با محیط، یک هفته در شرایط جهت سا )280-250
) 22±2ساعت تاریکی و روشنایی و دماي 12(آزمایشگاهی 

سر رت رت ماده به طور تصادفی  8نگهداري و سپس این 
به هر یک از قفس ها یک . در دو قفس جاي داده شدند

پس ازجفت گیري و مشاهده  .فه گردیدموش نر اضا
در گروههاي چهارگانه  واژینال پلاك رت هاي ماده باردار

  :تقسیم گردیدند ربه شرح زی
  ) N=2( :جنینی 11رت هاي باردار گروه   -1
  ).N=2( :جنینی 21رت هاي باردار گروه  -2
  )N=2( :پس از تولد 7رت هاي باردار گروه روز  -3
 )N=2( :پس از تولد 14رت هاي باردار گروه  4

پس از جداسازي در ) N=4( جنین و نوزادان هر گروه سر
پس  .محلول پرفیوژن به منظور فیکساسیون قرار داده شد

 زي بافتی و قالب گیري با پارافیناز تثبیت و آماده سا
هاي بصورت افقی از سقف کاسه سر با میکروتوم برش

رداري میکرونی داده و از برشها بر اساس نمونه ب10
از هر  .سیستماتیک تصادفی استریولوژیک انجام بعمل آمد

 Timm  دو برش متوالی یکی جهت رنگ آمیزي به شیوه
دیگري با کرزیل و ) Zn( جهت آشکار کردن روي

جهت تعیین حجم لایه هاي پیرامیدال وگرانولر به ] 17[1ویوله
  برشها به روش .شیوه کاولیاري مورد بررسی قرار گرفتند

 ] Timm18 [به شرح زیز رنگ آمیزي گریدند:   
     Timmروش رنگ آمیزي

پس از  مغز جنین ها: ن بافت مغز جنین رتپرفیوژ- الف
 :دقیقه 60خارج کردن جنین در محلول هاي زیر به مدت 

 -4 آب دیونیزه -3 سدیم فسفات -2 سولفید سدیم-1
شستشو در آب دیونیزه و  -ب %10فرمالین بافر شده 

 ساعت 5/1گلوتارآلدئید -1 بافرشده% 10مالین انتقال به فر
انتقال مغز ها -1 قالب گیري - ساعتج  24بافر فرمالین  -2

انتقال - 2 در صد 70 و 95 ،100در اتانول سري 
زایلن سه ( پارافین زدایی -3 یک شب  CHCL3به

 Timm  45قراردادن در محلول-1 آبدهی- د )تعویض
 -3 شستشو-2 درجه 60درجه در تاریکخانه و سپس در 

 -ml3120عربیصغ  - Timmمحلول -1 چسباندن -زایلنذ
 نیترات -ml60 5 هیدروکینون - ml420سیترات بوفر
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پس از کد گذاري عکسبرداري و سپس عکس ها  ml1نقره
تحلیل شده تا  MAT lab 8/7با استفاده از نرم افزار 

کمی سازي  gray scale میزان روي بافتی را بر اساس
اط رشد حجمی زیر نواحی شاخ ارتب نینهمچ]. 19[ شود

دار به عنوان جیروس دندانه  با ناحیه )CA1 ,CA3(آمون
سیناپسی بالغ  یک شاخص رشد هماهنگ شده عملکرد

 8/7نتایج در محیط نرم افزاري . مور بررسی قرار گرفت
Mat lab  مورد بررسی قرار گرفت.  

 یافته ها
ز هاي در رو Timmبرشهاي رنگ آمیزي شده به شیوه 

قبل از تولد کاملاً منفی و رنگ پذیري مشاهده  21و 11
پس از تولد رنگ  14و  7در روزهاي ). 2- 1تصور( نگردید

پذیري نورونی کاملاً منفی و فقط در بعضی نورون ها 
 .)4و3تصاویر( واکنش به صورت منفرد مشاهده گردید

یک  MAT lab طمقدار کمی شده رنگ پذیري در محی
   14بعد از تولد و  7، 21، 11دي براي دوره پلات مقدار عد

 و 108±6، 106±7، 105±5 پس از تولد به ترتیب

محاسبه گردید که نشان دهنده نبود اختلاف  6±104
 ) <05/0p( بود Timm شمعنی دار در رنگ پذیري به رو

   CA3و CA1 حجم نواحی جیروس دندانه دار و . )5تصویر (

  

  

  

  

  

  

  

). 1جدول( ولیاري محاسبه گردیدبا استفاده از روش کا 
تا ) Embryonic day( اختلاف حجم در روزهاي جنینی

اختلاف معنی دار ) post natal day( پس از تولد 7روز 
میزان حجم محاسبه شده در روز  ).=٠٨/٠p( نشان نداد

پس از  7پس از تولد اختلاف معنی داري با روز هاي  14
. )=02/0p( دنشان دا 21و  11تولد و دوره جنینی 

جنینی، رشد  11 رشد هماهنگ شده در روز ارتباط
در  CA3 با ناحیه) DG( دانه دارحجمی ناحیه جیروس دن

را نشان  =7/0rبا ضریب  4/0تا mm33/ 0فاصله حجمی 
  =r/35جنینی  21ضریب این تغییرات براي روز . داد

یه جیروس دندانه دار را با پس از تولد ناح 7براي روز 
 .بدست آمد =CA1  4/0rو ناحیه =CA3 78/0r نواحی

پس از تولد ناحیه جیروس دندانه دار با ناحیه  14براي روز 
CA3  میزان همبستگی  7/0تا 5/0در فاصله رشد حجمی

78=/r  و ناحیهCA1 با جیروس دندانه دار )DG ( در
 -=r 6/0میزان همبستگی  5/0تا  4/0حجمی  فاصله

دندانه دار  ر زاویه جیروسو همچنین مقدا .محاسبه گردید
تعیین گردید که با میزان افزایش  درجه 35در هفته دوم 

داراي ارتباط منفی  CA3 و  CA1حجم نواحی شاخ امون
 ). -=85/0r( بود
  
  
  

  
  

  زیر نواحی هیپوکامپ محاسبه حجم: 1جدول 
PD14 PD7 ED21 ED11 Region 

*  
٠±٠٩/٠۵/٠ 

٠±٠٠٨/٠ ٠٤/٠±٠٠٩/٠۴/٠٤/٠±٠١/٠  ٠  DG 

*  
٠±٠٩/٠۵/٠ 

٠٠۶/٠±٠٠٧/٠ ٠٦/٠±٠۴/٠٢/٠±٠٠٥/٠  ٠ CA1 

*  
٠±٠٩/٠۵/٠ 

٠٠۶/٠±٠٠٧/٠ ٠٦/٠±٠۴/٠٢/٠±٠٦/٠  ٠ CA3 

، (DG)براي نواحی جیروس دندانه دار(PD)  و پس از تولد (ED) میزان حجم زیر نواحی هیپوکامپ در روزهاي جنینی 
CA1  وCA3 .پس از تولد در هر سه ناحیه را  14کاولیاري اختلاف معنی دار در روز  مقایسه حجم محاسبه شده به شیوه

  *)>mm3 ) (05/0 pواحد به میلی متر مکعب . (نشان می دهد
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واکنش منفی  .Timmجنینی رنگ آمیزي  21روز  )2(تصویر .واکنش منفی. Timmجنینی رنگ آمیزي  11روز) 1(تصویر

  .100Xبزرگنمایی
 

  
واکنش  Timmپس از تولد رنگ آمیزي  14روز ) 4(تصویر .واکنش منفی. Timmرنگ آمیزي . پس از تولد 7روز) 3(تصویر

  100Xبزرگنمایی). پیکان(در بعضی نواحی نورون هایی با واکنش مثبت مشاهده گردید .منفی
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  بحث
عنصر روي  از این مطالعه نشان داد کهیج بدست آمده نتا

یابد و پس از تولد در هیپوکامپ رت تجمع نمی 14تا روز 
نتایج ما . با روش متالوگرافی تیم قابل آشکار شدن نیست

و  CA1 ،CA3همچنین نشان داد که حجم نواحی 
به  PD14تا  PD7جیروس دندانه دار در طی هفته اول 

از دیگر . می رسدجنینی  حداکثر رشد نسبت به دوره
این مطالعه بررسی همزمانی رشد سه  نتایج بدست آمده

برطبق . بود Mat labناحیه در یک محیط نرم آفزاري 
و  ن بخش رشد حجمی جیروس دندانه دارنتایج ای

و  جنینی داراي ارتباط مستقیم 11وز در ر  CA3ناحیه
به تدریج در زمان تولد رشد هر . هماهنگ شده می باشند

. حیه متوازن شده و تغییرات حجمی کمتر می گرددسه نا
و  CA3در هفته اول پس از تولد رشد حجمی نواحی 

یشتري می گیرد و ارتباط رشد جیروس دندانه دار شدت ب
  شود در به طور مشخصی معنی دار می حجمی دو ناحیه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ارتباط ضعیفی را  CA1حالیکه این ارتباط براي ناحیه 
پس از تولد ارتباط رشد حجمی  14در روز . شان می دهدن

 .سه ناحیه در فواصل معینی همبستگی قوي را نشان داد
این بخش از نتایج براي اولین بار ارتباط رشد حجمی سه 
ناحیه مرتبط مغزي را مورد بررسی قرار داد که بیشتر از 

همچنین با افزایش حجم . این گزارش نگردیده است
مون و جیروس دندانه دار میزان زاویه نواحی شاخ آ

گردد  تاخوردگی جیروس دندانه دار به حد بالغ نزدیک می
که نشان از ارتباط بین حجم و چرخش مورفومتریک این 

از دیگر نتایج این مطالعه می توان به چرخش . ناحیه دارد
جیروس دندانه دار و هیپوکامپ در غیاب عنصر روي اشاره 

اي گرانولر جیروس دندانه دار با آکسون سلول ه. نمود
هاي فرستادن الیاف خزه اي گلوتامرژیک به نورون

نقش مهمی درحافظه و تثبیت اطلاعات   CA3پیرامیدال
هاي گرانولر  همچنین سلول. نمایند اختی ایفا میشن

داراي توانایی منحصر به فرد تکثیر حتی در دوره 

  
 

مقدار عددي براي دوره  .به یک پلات سه بعدي Matlabو تبدیل آن در نرم افزار  Timmرنگ آمیزي به شیوه  :5تصویر
محاسبه گردید که نشان دهنده  104±6 و 108±6، 106±7، 105±5 پس از تولد به ترتیب 14بعد از تولد و  7، 21، 11

 21گروه  100-150قبل تولد،  11 روهگ 100تا  50فاصله (بود  Timm نبود اختلاف معنی دار در رنگ پذیري به روش
 )<05/0P( )14ه پس از تولد روز گرو 200-250 و 7 ولد روزگروه پس از ت 150 -200 قبل تولد،
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افظه ضروري باشند که براي تدوام حبزرگسالی را دارا می
با توجه به ارتباط نوروآناتومیک بین دو ناحیه ]. 20[ است

که به طور مستقیم می باشد به نظر می رسد رشد حجمی 
قوي در دوره  هماهنگی و ارتباط نیز داراي این دو ناحیه

میزان  نتایج بدست آمده در. جنینی و پس از تولد باشد
وژنزیس از رشد و سیناپت رنگ پذیري با روش تیم حاکی

. س از تولد داردعنصر روي حداقل تا دو هفته پ مستقل از
نتایج  نتایج بدست آمده از این بخش مطالعه در راستاي

]. 21-23[ باشدمی 2کوفوردو  1فلیش هار کروفورد
تا سه هفته پس از تولد  نیز گزارش نمود  3آلتمن(1966)

با توجه به نقش ]. 24[ روي در هیپوکامپ تجمع نمی یابد
  روي در تکامل اعصاب و بخصوص  عملکرد سیناپسی 

در  نتایج این مطالعه به نظر می رسد و همچنین]  15[
فاصله زمانی دور جنینی تا هفته دوم پس از تولد تکامل 

 تاثر از عوامل دیگري مانند تاثیرمورفومتریک هیپوکامپ م
تکثیر سلولی در  ].20 ،14[ ژن هاي خاصی مانند باشد

شی از اثر ژن ها می تواند در تغییرات حجم هیپوکامپ نا
نواحی هیپوکامپ موثر باشد بر همین اساس الگوي 

با توجه به ]. 25[سیناپسی نیز متاثر از فعالیت ژنی است 
نتایج این مطالعه و نتایج مشابه ظهور روي در هیپوکامپ 
 تا هفته دوم پس از تولد اتفاق نمی افتد و با توجه به نتایج

روي در سلول هاي گرانولر  پس از تولد 21روز آلتمن 
سلول هاي گرنولر مهمترین نرون هاي . آشکار می گردد

الیاف  وکامپ محسوب می شوند وگلوتامرژیگ هیپ
روي نیز ]. 20[ می فرستند CA3گلوتامرژیک خود را به 

از جمله عناصر دخیل و مهم در سازوکارهاي سیناپسی 
آن روي در فعالیت گیرنده علاوه بر ].5[ گلوتامرژیک است

با توجه به  ].26[هاي گاباارژیک و گلیسین نیز نقش دارد 
] 20[ نقش گیرنده هاي گلوتامرژیک در یادگیري و حافظه

نورونی و  به نظر میرسد نقش روي بیشتر در عملکرد
در پایان  ].5 ،4[ هیپوکامپ باشد احتمالا در پلاستیسیته

تریک هیپوکامپ می توان نتیجه رفت تکامل مورفوم
 تا دوره پس از تولد رتباطی با ظهور روي در این ناحیها

و جیروس دندانه دار  CA3 ، CA1ندارد و رشد نواحی
                                                        
1 -fleischhauer Crawford 
2 -koford 
3 -Altman 

. کامپ صورت می گیردمستقل از ظهور این عنصر در هیپو
و جیروس دندانه دار  CA3نواحی  تغییرات حجمی

را نشان می دهند که می تواند نشان  وابستگی مستقیمی
  .رتباط نوروآناتومیک و الگوي بالغ باشداز ا

  نیتجه گیري
در یک نتیجه گیري، به نظر می رسد تکامل مورفومتریک 
هیپوکامپ ارتباطی با ظهور روي در این ناحیه تا دوره پس 

و جیروس دندانه  CA3، CA1از تولد ندارد و رشد نواحی 
کامپ صورت می دار مستقل از ظهور این عنصر در هیپو

جیروس دندانه دار و  CA3نواحی  غییرات حجمیت. گیرد
وابستگی مستقیمی را نشان می دهند که می تواند نشان 

  .از ارتباط نوروآناتومیک و الگوي بالغ باشد
 تشکر وقدر دانی

این پژوهش با حمایت هاي مالی و معنوي معاونت 
پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی مصوبه 

بدین . انجام پذیرفت 679/60/90دشوراي پژوهشی و قراردا
وسیله از جناب آقاي دکتر گلشن معاون پژوهشی دانشگاه 

 .گردد تشکر و قدردانی می
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Abstract 
Background & Objectives: Hippocampus area contains a high 
concentration of zinc which plays a role in synaptic transmission 
and probably plasticity andippocampus development. This study 
aimed to assess zinc level in the hippocampal formation of rat 
embryos by using Timm method and   its relation with volume 
changes of subregions of hippocampus before and after birth.  
Material and Methods: In this study, wistar rats' embryos on 
days 11, 21 and postnatal days of 7 and 14 were used. Samples 
were stained by Timm method and the degree of staining was 
quantified by Mat lab7.5 software, The volume of hippcampal sub 
regions were estimated by cavalieri’s method. The results were 
analyzed in Mat lab software7.5. 
 Results: Timm staining on embryonic days   of 21 and 11 before 
birth and first and second weeks after the birth were negative. 
The quantified results of Timm staining   showed no significant 
level of difference (p>0.05). The volume difference of dentate 
gyrus,CA3 and CA1 regions showed no meaningful difference till 
seventh day postnally (p>0.05) .while the volume changes of the 
day 14 after birth showed significant level of difference in 
comparison with the postnatal day of 7 and embryonic days of 11 
and 21(p<0.05).  
Conclusion: It seems zinc dose not play a role during 
morphometric development of hippocampus and hippocampus 
attains its final shape from postnatal Second week. 
Key word: zinc, hippocampus, stereology, Timm method  
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