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 شناسیدر بافت تولوئیدین بلواختصاصی  آمیزیرنگای از مقدمه

شناخته  (Tolonium Chloride) یومتولون یدبه عنوان کلر ینهمچن (Toluidine Blue; TBO) بلو ئیدینتولو         

ها و یلاتها، کربوکس)سولفات یدیبافت اس یاجزا یانتخاب صورتاست که به  یدوفیلاس یکرنگ متاکرومات یکشود  یم

ایزوفرم به  3همچنین به عنوان متیل آنالین یا آمینوتولوئن شناخته می شود، اساسا دارای کند. یفسفات( را رنگ م یهایکالراد

دارد و  یکنوکلئ یدهایبه اس یبیترک یل( مTBOبلو ) یدینوئتولرنگ نام های ارتوتولویدین، پاراتولوئیدین و متاتولوئیدین است. 

گروه  یاز اعضا یکیرنگ  ینشود. ا یبالا متصل م RNAو  DNA یبا محتوا ییهابافت یاهسته محتویاتبه  ینبنابرا

بافت ها  ی،بر اساس اصل متاکروماز آمیزی تولوئیدین بلورنگ در آب و الکل محلول است. یاست و تا حد (thiazine) یازینت

    کند. یدتولبافت  یهو از بق یرنگ اصل از یدهد تا رنگ متفاوت یها واکنش مبا بافت رنگ کند.یم را رنگ

 

 

  g/mol 270.374و جرم مولکولی  S3N16H15C,+: ساختار شیمیایی رنگ تولوئیدین بلو با فرمول شیمیایی 1شکل 

 

 تولوئیدین بلواختصاصی  آمیزیرنگتاریخچه 

 1856در سال (William Henry Perkin) ینپرک یهنر یلیاماز زمان کشف آن توسط و یآب یدینئتولوآمیزی رنگ        

 Vital) یاتیح یزیرنگ آمشناخته شد و پس از آن عمدتاً توسط صنعت رنگ استفاده شد.  یمختلف پزشک یکاربردها یبرا

Staining) 1885در سال  یشتوسط پل ارل یافتهتوسعه  یکتکن ینبافت ها در حالت زنده است. اول یاسلول ها  یزیرنگ آم 

بودند که کاربرد  حققانیم یناول Sheddو  Chometو  Neibel بود. یلهمت یبافت تازه برداشته شده در آب یشامل غوطه ور
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را  TBOرنگ  یتحفره دهان گزارش کردند. آنها خاص یمو بدخ یمبدخ یشپ یعاتضا یصتشخ یرا برا تولوئیدین بلو یاتیح

 ییدتومورها تأ یصو تشخ یمو بدخ یمبدخ یشرشد پ یهحاش یینتع یک،به عنوان نئوپلاست ینیمشکوک بال یعاتضا ییدتأ یبرا

  کردند.

 
 در بافت چشم   تولوئیدین بلو Vital: نمونه ای از رنگ آمیزی 2شکل 

 

 شناسیدر بافت تولوئیدین بلواختصاصی  آمیزیرنگکاربردهای انواع 

مورد استفاده قرار گرفته است  یمخاط یعاتضا یبرا یاتیح رنگ یکبلو به طور گسترده به عنوان  یدینئتولوآمیزی رنگ       

 یدینئتولو خاص کاربرد دارد. یخاص اجزا یزیرنگ آم یبرا یبافت یآن در بخش ها یکمتاکرومات یتخاص یلبه دل ینو همچن

 ینبر ا یاستفاده از آن در داخل بدن مبتن فاده شده است.حفره دهان است ینومو کارس یسپلازید ییشناسا یبلو در داخل بدن برا
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 یهانسبت به بافت یشتریب یکنوکلئ یدهایاس یممکن است از نظر کم یکو نئوپلاست یسپلاستیکد یهااست که سلول یتواقع

 ستنده یعیطب یتلیومتر از اپباشد که پهن یداخل سلول یهاکانال یحاو احتمال دارد یمبدخ یتلیوماپ ینداشته باشند. همچن یعیطب

ماست  یهامانند گرانول ییکردن اجزامشخص با هدف  یبلو در مقاطع بافت یدینئاستفاده از تولو کند.می یلنفوذ رنگ را تسه و

 یفترید یومباکتر یکورندر باکتری شناسی،  شود.یانجام منیز و غضروف  ین، موس)به دلیل وجود هپارین و هیستامین( سل

(Corynebacterium diphtheriae) با تولوئیدین بلوشده است که  یمریزهپل یفسفات معدن یبا پل ییگرانول ها یحاو 

از بافت  نواحی دیسپلازی مخاط متمایز نمودنتوسط جراحان برای کمک به  رنگ تولوئیدین کند. یقرمز را رنگ میا بنفش 

کمک  آنبرداشتن و  جراحی حین در ضایعه محل بهترین انتخاب برای آمیزیتکنیک رنگ این از. شود می استفادهطبیعی 

 کند.می

 تولوئیدین بلو رنگ شده با هایسلاستم نگاهی اجمالی به

و  یخون یهارگ یکپوست، نزد یرز یژههمبند در سراسر بدن، به و یهاکه در بافت یدگلبول سف ینوعها سلماست

به  یمنیا یستمدر نحوه واکنش س ی. ماست سل ها نقش مهمشودیم یافتها و روده هایهدر ر، در اعصاب ی،لنفاو یهارگ

مانند  یمیاییمواد ش یکنند. آنها حاویکمک م یمنیا هایپاسخ  یگرخاص دارند و به کنترل انواع د یگل هاها و ان یباکتر

پاسخ  یو برخ یکآلرژ یهاواکنش یرا در ط یمیاییمواد ش ینآنها ا رشد هستند. یها و فاکتورها یتوکینس ین،هپار یستامین،ه

پاسخ  یک یدارند. در ط ییو رگ زا یاز جمله گشاد شدن عروق خون یادیاثرات ز یمیاییمواد ش ینکنند. ایآزاد م یمنیا یها

حالت  ی،شکم، درد عضلان یتوانند باعث گرفتگ یز مین یادز یرو خارش شوند. در مقاد یتوانند باعث گرگرفتگ یآنها م یک،آلرژ

 1877در سال  یمتاکرومازویژگی  یلبار به دل یناول یسل ها براماستو شوک شوند.  یینتهوع، استفراغ، اسهال، فشار خون پا

 یمهن یاز استرها یغن یکانهتروگل یک ین،به عنوان هپار یمسئول متاکروماز یبشدند. ترک ییشناسا Paul Ehrlichتوسط 

 .گیردژی مورد هدف رنگ آمیزی تولوئیدین بلو قرار میوکه در پاتول باشدیمسولفات 
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 : ماست سل ها3شکل 

 تولوئیدین بلوآمیزی اختصاصی رنگ اب های بافتی تشخیصی و مورد مطالعهانواع نمونه

ماست  یهاغضروف، گرانول ایپایهها، مواد ینهمبند، موس یهابافتانواع بافت های بدن موجود زنده که در ساختارشان از  

از جمله این  .دین بلو باشندآمیزی تولوئیتوانند کاندیدای مطالعه با رنگمیکاربرد دارد،  یتلیالاپ یهایناز موس یاریسل و بس

 و غیره اشاره نمود. ، تیموساستخوانمفصل، چشم، پوست، ، پوششی دهانبافت توان به می بافت ها

 

 پردازیم.می تولوئیدین بلوآمیزی اختصاصی های ستاپ شده رنگاز پروتکل یکیدر این مقاله به 

شناسیدر بافت تولوئیدین بلوآمیزی اختصاصی پروتکل رنگ  

)ویژگی برخی رنگ ها که یک بافت را با چندین رنگ مختلف رنگ می رنگ تولوئیدین بلو بر اساس اصل متاکرومازی          

قیه بافت ایجاد کند. کند(، بافت ها را رنگ آمیزی می کند. رنگ با بافت ها واکنش می دهد تا رنگی متفاوت از رنگ اصلی و ب

فقط  بصورت انتخابی، توسط کورنیل، یورگنس و رانویر کشف شد. متاکرومازی 1875در سال  یا متاکروماسی متاکرومازی

. پدیده ای است که در آن رنگ ممکن است بسته به غلظت و محیط اطراف خود نور کنندرا رنگ میساختارهای بافتی خاصی 

را در طول موج های مختلف جذب کند و این توانایی را دارد که بدون تغییر در ساختار شیمیایی خود رنگ خود را تغییر دهد. 

باعث این تغییر رنگ می شود، شکل تخصصی و منظمی از تجمع رنگ است. برای ایجاد متاکرومازی باید تغییرات فیزیکی که 

های از رنگ یدین آبی، سافرانینئ، تولو متیلن بلو به عنوان مثال، گروه های الکترونگاتیو آزاد در سطح بافت ها وجود داشته باشد.

  .هایی متفاوت از خود رنگ استبا رنگ هاقادر به رنگ آمیزی بافتمتاکروماتیک هستند که 
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درصد حل نموده و پس از  70 اتانولسی سی از  100جهت تهیه محلول تولوئیدین بلو، یک گرم از پودر رنگ را در          

آمیزی نمونه های بافتی به دو برای رنگاز این رنگ تهیه شده کنیم. ای تیره نگهداری میحل شدن کامل در ظرف شیشه

شود که یک روش رنگ آمیزی سلول و بافت های زنده هستند و روش دوم مطالعه و بررسی نمونه های بافتی استفاده میروش 

 پردازیم.باشد که در این پروتکل، به روش دوم با ذکر جزئیات بیشتر میجدا شده از موجود و فیکس شده می

 

 روی بافت زنده  زی تولوئیدین بلو آمی: پروتکل کلی  تکنیک رنگ4شکل 

 تولوئیدین بلومراحل آماده سازی لام از نمونه بافتی در رنگ آمیزی اختصاصی 

 یا بصورت فریز شده ها را در فرمالین ده درصدپس از جدا نمودن بافت موردنظر، جهت جلوگیری از فعالیت آنزیمی، بافت .1

 کنیم.فیکس می

 می هابسکت یشوت روی را هاکد نمونه یاقرارداده و نام  هایشوبسکتاست، بافت ها را در ت یدر مرحله بعد که پردازش بافت .2

 . یسیمنو

اتانول  یشیافزا هایاز غلظت ینرا حذف نموده، بنابرا یبافت هایآب موجود در نمونه یستبا ی: اکنون مینمونه بافت آبگیری .3

 .گرددیآب در بافت م یگزیناتانول جا یعنی شودیاستفاده م

 یسپنسرد یندستگاه پاراف هایجامد و طبق دستورالعمل ینبا پاراف یبافت هایاز نمونه ینیپاراف هایبافت: بلوک گیریقالب .4

 .یمکن یم یهته ینگامبد یشوو دستگاه ت
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با  ینرافشده در پا یکسمرحله از نمونه ف یندر ا ی،نمونه بافت ینیپاراف گیری: پس از قالبینیاز بلوک پاراف گیریبرش .5

 . یمکن یآماده م یکرومترم 10 یال 5نازک در حد  هایبرش یکروتومدستگاه م

آبدهی می  با غلظت هایکاهشی اتانول بعد از تهیه لام از سکشن های بافتی و حذف پارافین اضافی نمونه ها، لام ها را .6

 کنیم. 

 . کنیمیرنگ م آمیزیآماده شده را طبق پروتکل رنگ یلام ها اکنون .7

 تولوئیدین بلو یدر رنگ آمیزی اختصاص نمونه بافتی آمیزیرنگمراحل 

سی سی از استوک اصلی  5است.  pH: 2-2.5با تولوئیدین بلو  working solutionاولین مرحله، تهیه محلول  .1

 باشد.  2.5و کمتر از  2.3محلول می بایست حدودا  pHمیکس کرده سی سی سدیم کلراید یک درصد  45رنگ را با 

دقیقه انکوبه می  3-2ه مدت ب working solutionهای نمونه های بافتی را در جار رنگ آمیزی حاوی محلول برش .2

 دهیم. مرتبه با آب مقطر شستشو می 3و سپس نمونه ها را   کنیم

 کنیم. سریعا دهیدراته میدرصد  100و دو مرتبه با اتانول  %95نمونه های بافتی رنگ شده را با اتانول  .3

 دهیم. های بافتی را با انکوبه در زایلین انجام میسازی نمونهعمل شفافدقیقه(  3دو مرتبه ) هر بار در این مرحله  .4

شده  آمادههای لام، تولوئیدین بلوآمیزی پس از اتمام مراحل رنگ لام ها را با لامل و چسب انتلان مونت نموده و نهایتا .5

 کنیم.را با میکروسکوپ نوری بررسی می
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 تولوئیدین بلوآمیزی تجهیزات و مواد آزمایشگاهی مورد نیاز برای تکنیک رنگ

 مواد مورد نیاز

 پودر رنگ تولوئیدین بلو 

 فرمالین 

 آب مقطر 

  سدیم کلراید یک درصد 

 زایلین 

 اتانول 

 چسب انتلان 

 مورد نیازتجهیزات 

 میکروسکوپ نوری 

 آمیزی لامرنگ جار 

 لام و لامل 

 میکروتوم 

  دیسپنسرپارافین 

 تیشو امبدینگ 

 تیشوبسکت 

 کنید. کلیک راتجهیزات عمومی و تخصصی در آزمایشگاه بافت شناسی  جهت مطالعه بیشتر،
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 تولوئیدین بلو آمیزیرنگتفسیر نتایج 

آمیزی تولوئیدین بلو، رنگ نمودن بافت های که در بخش های قبل توضیح داده شد یکی از کاربردهای رنگهمانطور          

یست از موادی است می باکه در پاتولوژی هدف مطالعه بخش های مختلف بافت زنده در بدن موجود زنده است. هنگامی زنده 

حائز اهمیت و مهم در  . نکته گویندمیهای حیاتی استفاده گردد که به سلول آسیبی وارد نکند، به همین علت به این مواد رنگ

 ل رنگی مانده نتایج اشتباه را به دنبال دارد.است و استفاده از محلواین پروتکل استفاده از محلول رنگی تازه 

 
 دهد. وجود زخم با تولوئیدین آبی را نشان می Dو Bبافت بدون زخم است و تصاویر  Cو Aدر دهان. تصاویر یاتی تولوئیدین بلو حآمیزی ای از رنگ: نمونه5شکل 

و  ین( متشکل از هپاریک)متاکرومات ییهاگرانول یآنها حاو یتوپلاسمشوند و س یم یافتها در بافت همبند ماست سل          

 یزیآم)رنگ یآب ینه( و پس زمیکمتاکرومات یزیآمبنفش )رنگ-ها را به رنگ قرمزسلماست یدبا یآب یدینئاست. تولو یستامینه

، غلظت رنگ و pH یلدل با رنگ متفاوت از محلول رنگ، به یعناصر بافت یزیآم، رنگیکند. متاکروماز ( رنگیکارتوکرومات
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را  یکمتاکروماتبافت  رنگ زرد با عناصر ییرقرمز تغ یهارنگ قرمز و رنگ ییربنفش تغ یا یآب یهااست. رنگ یهرنگ پا یدما

  . دهندینشان م

 
التهاب و ی طشمارش ماست سل ها را در  B میله ای . نموداردهند.(نشان می در اپیدرم موش : فلش ها ماست سل ها راA)ها. آمیزی تولوئیدین بلو ماست سلرنگ: 6شکل 

 کند.ررسی میبرا  دگرانولاسیون ماست سل ها در اپیدرم

 

 بافت شناسیآزمایشگاه در  تولوئیدین بلو اختصاصی آمیزیرنگارائه خدمات 

پردازند.  یبافت ها و سلول ها م یکروسکوپیم یمرتبط به مطالعه آناتوم یعلم یرشته ها یرو سا یتولوژیس ی،بافت شناس         

-یکی از انواع رنگ .شوند یزیآمرنگ یحبه روش صح یدها با، نمونهمعتبر و استاندارد یو سلول یبه ساختار بافت یابیدست یبرا

 موجود زنده از جمله حیوان آزمایشگاهی در بافت های الاستینانواع یزی اختصاصی مآرنگ های بافتی،های اختصاصی نمونهآمیزی

   است. تولوئیدین بلوآمیزی اختصاصی به نام رنگ

های برش شناسی شرکت بافت و ژن پاسارگاد با استفاده از تجهیزات و مواد آزمایشگاهی استاندارد،در آزمایشگاه بافت        

آمیزی اختصاصی رنگخدمات عمومی و اختصاصی از جمله  آمیزیهای رنگتکنیکو با ه تهی ،های بافتی مختلفاز نمونه میکرونی

تعریف شده در بیمار و سالم انسان و حیوانات آزمایشگاهی بافتی  به بررسی و مطالعه نمونه رنگ نموده و نهایتا تولوئیدین بلو

 .محققان، اساتید و دانشجویان می پردازدهای پژوهشی طرح
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 بندیجمع

ابلیت ق تانولاهم در آب و هم در  یاست و تا حد یازینت یکمتاکرومات یهااز گروه رنگ ی( عضوTBبلو ) یدینتولو

استفاده شده است و دهان  یمبالقوه بدخ یعاتضا شخص کردنم یبرا یاتیح نگر یکبه عنوان  TBنگ ر حل شدن را دارد.

بلو در داخل بدن  یدینئتولو کند. ییفته شوند، شناساگر یدهناد ینیبال ینهرا که ممکن است در معا یهاول یعاتممکن است ضا

با هدف برجسته  یبلو در مقاطع بافت یدینحفره دهان استفاده شده است. استفاده از تولو ینومو کارس یسپلازید ییشناسا یبرا

  شود. یو غضروف انجام م ینماست سل، موس یمانند گرانول ها ییکردن اجزا

لمتداوسوالات   

 ، کاربرد آن را حائز اهمیت کرده است؟(Toluidine Blue) تولوئیدین بلورنگ ویژگی کدام  .1

 در بافت شناسی سبب پرکاربرد شدن این تکنیک شده است. تولوئیدین بلوآمیزی رنگ متاکرومازیویژگی 

 گیرد؟قرار می تولوئیدین بلوآمیزی های بافتی مورد مطالعه با رنگکدام نمونه .2

آمیزی با رنگ و غیره مانند کبد، کلیه، قلب، طحال های بافتی سالم و توموری از انسان و حیوانات آزمایشگاهینمونهانواع 

 شود.بررسی می تولوئیدین بلو
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 شرکت دانش بنیان بافت و ژن پاسارگاد
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