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 ناپتوزوم مخچه موش بزرگ آزمایشگاهییتهیه س
 سیناپسی های غشای پیش  در بررسی پروتئین آنیو کاربرد پژوهش

 
 

 چکیده
لذا .  واجد خواص منحصر به فردی استIn Vitro ناپتوزوم به عنوان مدلییس : زمینه و هـدف 

 .گردد معرفی میسیناپسی  های غشای پیش در مطالعه پروتئینآن  روش کلی تهیه و کاربرد
هـا از     سر موش انجام و در هر آزمایش سـیناپتوزوم         5این مطالعه با استفاده از       :روش بررسی 

 و  ییایمیوش ـی ب یهـا  هـا بـه کمـک شـاخص        د سـلامت نمونـه    ییتا. مخچه یک موش تهیه شد    
د  مـور  ءون غشا یزاسی به دپولار  یاساس پاسخ ترشح  رک آنها ب  یولوژیزیت ف یک و فعال  یمورفولوژ

 . قرار گرفتیابیارز
 یهـا   نسبت به نمونهءب غشا ی بعد از تخر   (LDH)دروژناز  یم لاکتات ده  یت آنز ی فعال :هـا  یافته

م یون پتاس ـیمولار  یلی م15 با غلظت ءون غشایزاسیدپولار). n=5،  9±8/1 (ش داشتیسالم افزا 
 برابـر   3±76/0( ش داد ی افـزا  یدار یطور معن   اگزوژن را به   ی عصب یانجیش سیناپتوزومی م  یرها

 و  یتوکنـدر ی، م یی پلاسـما  یه شده، غشـا   ی ته یها کروگرافیدر م ). n=5،  ه  ینسبت به حالت پا   
 . مشاهده شدندیناپسی سیها کولیوز

رفتار ترشحی سیناپتوزوم به غلظت پتاسیم محیط وابسته بوده و بررسی مستقیم           : گیـری   نتیجه
ناپتوزوم بـه دلیـل     یاستفاده از س  . نماید رهایش پایه و تحریک شده میانجی عصبی را فراهم می         

 . رو به گسترش استی انسانیها ه از نمونهی بالا و امکان تهییسهولت، کارا
 

 In Vitro ی بافتیها  مدل- ی انسانیها  نمونه- ناپتوزومیس :ها  کلید واژه
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 مقدمه
 و Whittakerله  یبـه وس ـ  1957ن بار در سـال      یناپتوزوم اول یس

Hebb ان همـوژن کـردن     ی ـهـا در جر     ناپتوزومیس ـ. دی ـگرده  ی ته
 بـا   یانـه عصـب   ی محـل اتصـال پا     یکیبـار . شوند یل م یبافت تشک 
وجـود  . ر سـاخته اسـت    یپـذ  بیار آس ـ ین نقطـه را بس ـ    یآکسون ا 

 و  غشـاء  یدهایپین فسـفول  ی ب ـ ییایمی و ش  یکیزی جاذبه ف  یروهاین
 موجـب اتصـال     غشـاء  پـاره شـده      یک دو انتهـا   یمجاورت نزد 

ناپتوزوم از تمـام    یس ـ. شـود  یناپتوزوم م ـ ید س ـ ی ـ و تول  مجدد آنها 
ر قلـب  یگر نظی دیها  بافتی عصبیها  و شبکه  ی عصب یها بافت

ناپتوزوم براسـاس   ی س ـ ییشناسا). 1( و روده قابل استخراج است    
 یی پلاسـما  ی و غشـا   یناپسی س یها کولی، وز یتوکندریوجود م 

یـق   نیـز از طر    غشاءمحصور کننده بوده و عدم پارگی و آسیب         
هـا   ناپتوزومیس ـ. گـردد   ارزیابی مـی   LDHبررسی فعالیت آنزیم    

ــولاً ــ P2 از رســوب معم ــدریا فرکشــن می ــه دســت ییایتوکن  ب
تـوان از     ساده و سریع مـی     در مخچه با روشی نسبتاً    ). 2(ند  یآ یم

ایی نیز سـیناپتوزوم اسـتخراج نمـود          یا فرکشن هسته   P1رسوب  
بـافتی روش اسـتخراج،     به منظور آشنایی بیشتر با این مدل        ). 3(

و سیناپســی  هــای غشــای پــیش کــاربرد آن در مطالعــه پــروتئین
ــلامت    ــابی ســ ــردی ارزیــ ــاختمانی و عملکــ ــای ســ معیارهــ

ایـی مخچـه بررسـی       های تهیه شده از فرکشن هسـته       سیناپتوزوم
 .گردد می

 یروش بررس
 مواد

[3H]GABAون یلاســـی و کوکتـــل سنتASCII از شـــرکت 
د و یک اســی ـپکوتیک، نیاســت یکس ـنوای، آم)انگلســتان(آمرشـام  

ــا ــا یس ــواد بافره ــیر م ــتاندارد و تحری هموژناس ــون، اس ک از ی
 . شدیداریگما خریشرکت س

 واناتیح
 Sprague-dawely موش نر بالغ نـژاد     ر س 5ن مطالعه از    یدر ا 
ش با مخچه   ی گرم استفاده و هر ست آزما      180-240ن  یبا وزن ب  

ط یدر شـرا  ش  یوانـات تـا زمـان آزمـا       یح. ک موش انجام شـد    ی
 سـاعته بـا     12 یکل نـور  یگـراد و س ـ    یدرجه سانت 22±1حرارت  
. شـدند  ی م ـینگهـدار ) پـارس دام ( آزاد به آب و غذا    یدسترس

 ن دانشـگاه  یوانـات طبـق مـواز     ی ح ی مراحل، کـار رو    یدر تمام 
 . انجام شد)عج.. (ا علوم پزشکی بقیه

 ناپتوزوم استاندارد مخچهیه سیته
اتـر و جـدا کـردن سـر، بـه           وان بـا    ی ـهوش نمودن ح  یبعد از ب  

ون سـرد قـرار    یسرعت مخچه را خـارج و در محلـول هموژناس ـ         
بــه منظــور اجتنــاب از . مین همــوژن کــردیداده و پــس از تــوز

ــتغ ــیی ــد  ی از متابولیرات ناش ــل بع ــام مراح ــم تم ــان  یس ــا زم  ت
ــ ــهیانکوباس ــا، رو ون نمون ــ یه ــرارت ی ــه 0-4خ و در ح  درج

 ی بـا نسـبت حجم ـ     ن روش مخچـه   ی ـدر ا . گراد انجام شد   یسانت
 مـولار بـه مـدت       32/0 سـوکرز    یعن ـیبرابر در بـافر همـوژن       10

 همـوژن   ی ضربه عمود  25قه و   ی دور در دق   90قه با سرعت    یدق5
 g× (1000 (بقـه بـا شـتا     ینمونه حاصـل بـه مـدت پـنج دق         . شد

قـه بـا    ی دق 25 دوبـاره بـه مـدت        یـی ع رو یمـا . دیوژ گرد یفیسانتر
ب به دسـت آمـده در       رسو. وژ شد یفی سانتر g× (10000(ب  شتا
 ی شـده و حـاو     یریتـر بـافر اسـتاندارد سـرد، هـواگ         یل یل ـیم کی
ر ی ـمـاده اخ  . حل شـد  ) مولار یلی م 1/0(د  یاس کیاست ینواکسیآم
زه ینـاز اسـت و از متـابول       یم گابـاترانس آم   یک مهارکننده آنـز   ی

. کنـد  یگـر ممانعـت م ـ    ی د یهـا  تی ـل گابا بـه متابول    یشدن و تبد  
 :ر بودیشرح زب بافر استاندارد به یترک

 مـولار،  میلـی  3د پتاسـم    ی کلر مولار، یلی م 125 مید سد یکلر
 مولار، میلی 2/1م  یدکلسی کلر مولار، میلی 2/1وم  یزیسولفات من 

م یدروژن سد ی کربنات ه  مولار، میلی 1م  یدروژن سد یفسفات ه 
 مولار میلی 10 و گلوکز مولار میلی 22

 کر مخچهیپ ناپتوزوم غولیه سیته
 هسـته و    یای ـ بقا یچه و مرحله اول جداساز    ه هموژن مخ  یته
ه ی ـبعـد از تخل   .  از آن مشابه روش اول انجام شـد        ی سلول یاجزا
 یری، رسوب دوبـاره در بـافر همـوژن سـرد و هـواگ             ییع رو یما

قـه  یدق5 حل و به مـدت       ی به آرام  یشده و با همان نسبت حجم     
سـپس رسـوب حاصـل را        .وژ شد یفی سانتر g× (1000 (ببا شتا 

م ی حـل نمـود    ی از بافر استاندارد سرد به آرام ـ      یبدر حجم مناس  
)3.( 

 ناپتوزومی اگزوژن در سی گابایقرارده
 نشـاندار بـا     یط گابـا  یهـا بـه مح ـ     بعد از تبادل حرارتی نمونه    

 15ن مرحله به مدت     یا. کرومول اضافه شد  یم04/0غلظت نهایی 
 ).4(د یگراد انجام گرد ی درجه سانت37 یقه و در دمایدق

 دروژنازیم لاکتات دهینزت آیسنجش فعال
هـا   ناپتوزومی قبل و بعد از مواجه س      LDHم  یت آنز یر فعال ییتغ



 85  / و همکاراندکتر سیدمهران حسینی 

 )21درپی پی (1 شماره / 9 دوره  /1386بهار  / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی گرگان 

 Moss and Henderson بـــه روش Triton X-100بـــا 
 ).5( شد یریگ اندازه
 کروگرافیه میته

کروگراف یها م   نمونه یک از برخ  ید مورفولوژ ییبه منظور تا  
ون یطــور خلاصــه بعــد از ثابــت کــردن سوسپانســ بــه. ه شــدیــته
 با آگار   یریگ درصد و قالب   کید  ی در گلوتارآلد  یناپتوزومیس

ل ی ـه شده بـا اوران    ی ته یها م برش یداسمیو قرار دادن در تترااکس    
کروسـکوپ  ی م به وسیله  و   یزیآم ترات سرب رنگ  یاستات و س  

 ).6(  شدندی بررسSiezz EM900 یالکترون
 ناپتوزومی از سیانجیش میون و رهایزاسیدپولار

ه در  ی ـ ثان 90هـا بـه مـدت        ون نمونـه  یزاس ـید دپولار جای ا یبرا
م یون پتاس ـ ی ـمـولار    یل ـی م 15ک با غلظت    یمعرض محلول تحر  

ن ی با ا،ن محلول مشابه بافر استاندارد بود    یب ا یترک. قرار گرفتند 
 بـه همـان     یش فشار اسـمز   یتفاوت که به منظور اجتناب از افزا      

بـه  .  شـد  م کاسـته  یون سد یم از غلظت    یون پتاس یش  یمقدار افزا 
د یهـا اس ـ    رها شده بـه محلـول      یانجیمنظور مهار جذب مجدد م    

). 7(ز اضـافه شـد      ی ـن) ن ناقل گابـا   یمهارکننده پروتئ (ک  یپکوتین
ک مورد  ینامیک و د  یک شده به دو صورت استات     یش تحر یرها
ون و یدر روش اول بعـد از اتمـام انکوباس ـ        . ش قرارگرفت یآزما

ون یپانســـ از سوسیهـــا بـــه حجـــم مشخصـــ  نمونـــهیشستشـــو
ا محلـول   ی ـ جداگانـه بـافر اسـتاندارد        یها الی در و  یناپتوزومیس

 g×(12000(ها بـا شـتاب    ه بعد نمونه  ی ثان 90. ک اضافه شد  یتحر
 و افــزودن یــیع روی مــایپــس از جداســاز. وژ شــدندیفیســانتر

 

  (s) میکروگراف های تهیه شده از نمونه سیناپتوزوم های مخچه 1شکل
 )سمت راست(های آکسوپلاسمی نمایی بیشتر میتوکندری و واکوئلدر بزرگ
 .نیز قابل مشاهده هستند) بخش فوقانی تصویر سمت چپ(سی های سیناپو حتی وزیکول

S 
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و هر نمونـه بـا      یواکتیت راد یبرابر فعال 5 یکوکتل به نسبت حجم   
ــیدســتگاه بتاکــانتر تع ــن گردی ــنامیوش در. دی ــه کمــک ی ک ب

 ین روش مقـدار مشخص ـ    ی ـدر ا . وژن انجام شـد   یدستگاه سوپرف 
ها   شده و محلول   یگذار هی دستگاه لا  یلترهای ف یناپتوزوم رو یس
 قابل کنترل بـا نمونـه       یانیبه صورت جر  ) ک و استاندارد  یتحر(

لترهـا در فواصـل     یسـتم بعـد از عبـور از ف        ی س یمواجه و خروج ـ  
 ی بـرا  یساز ر مراحل آماده  یسا). 8(  شد یآور  ثابت جمع  یزمان

 .ته مشابه روش اول بودیویواکتیشمارش راد
 ها افتهی
. بـود  ) سـر  5=تعـداد ( گرم   29/0±05/0ن وزن مخچه    یانگیم

ــه مع ــس ــای ــمایار غش ــدری، میی پلاس ــولی و وزیتوکن ــا ک  یه
ت ی ـفعال). 1شکل  ( مشاهده شدند    یر الکترون ی در تصو  یناپسیس
 سالم بعد از مواجه آنها      یها نهون نمو ی در سوسپانس  LDH میآنز

ــا تر ــدود  یب ــون در ح ــر9ت ــداد  9±8/1 ( براب ــو فعال) 5، تع ت ی
بـدون  (ه  یط پا یک نسبت به شرا   یها بعد از تحر    و نمونه یواکتیراد
 .ش داشتی برابر افزا7/3 تا 3/2) کیتحر

 بحث
 خـوب سـلامت سـلول و     یهـا   از شاخص  یکی LDHم  یآنز
ون ی شاخص در سوسپانس ـ   نیت ا یبودن فعال  کم.  آن است  یغشا
ب ی ـش آن بـه دنبـال مواجـه بـا مـواد تخر            ی و افـزا   یناپتوزومیس

 ید سـلامت غشـا    یی ـ تا یهـا  ن روش ی از بهتـر   یک ـی غشاءکننده  
در صـورت عـدم     ). 9(ناپتوزوم اسـت    ی محصور کننده س   یسلول

 بـه   یراختصاص ـی بـه صـورت غ     ی عصـب  یانجی ـ، م غشـاء سلامت  
، غشـاء ون  یزاس ـیپولارابد و در پاسـخ بـه د       ی یرون راه م  یط ب یمح

 بـا وجـود    یالبتـه حت ـ  .  نـدارد  یر بـارز  یی ـ تغ ی ترشـح  یهـا  پاسخ
 از سـلول  ی عصـب یهـا  یانجی ـ از میر انـدک ی سالم، مقـاد   ییغشا

ش یل استراحت و بدون افزا ین حالت در پتانس   یا. شود یخارج م 
ن یبنـابرا ). 10(دهـد    ی رخ م ـ  یم داخـل سـلول    یون کلس یغلظت  
ت ی ـش متناسب فعال  یبا عدم افزا   آن   ین روند و همراه   ید ا یتشد

LDH بـا  .  گـردد  یهـا تلق ـ    بودن نمونه  یب و نشت  ید نشانه آس  ی با
تـوان    مـی غشـاء ط و دپـولاریزه کـردن   یم مح یون پتاس یش  یافزا

از  نمونـه را     یخـود  ش خودبـه  یک شده و رها   یتوز تحر یاگزوس
در هر مورد به    ز و اثر عوامل مختلف بر روند ترشح را          یمتماهم  

برابـری رهـایش    3افـزایش   (م بررسـی نمـود      یقبه صـورت مسـت    
 یناپتوزوم بــا حفــظ خــواص عملکــردیدر واقــع ســ). هــا نمونــه

 اســت کــه بــا آن یســتمین سیتــر  ســادهییایمی شــیهــا ناپسیســ
 تـا   غشـاء زه شـدن    یهـا از دپـولار     دهی ـره کامـل پد   یتوان زنج  یم

در .  برداشت مجدد آن را ارزیـابی نمـود        ی وحت یانجیش م یرها
ناپتوزوم در مطالعـه    ین کـاربرد س ـ   یشـتر یشـده ب  مقالات بررسـی    

هـا   ها، حاملین و گیرنده    های غشای سیناپسی نظیر کانال     پروتئین
 یهـا  ، اسـترس  ی بـر بافـت عصـب      یسـکم ی اثـرات ا   یبررس ـ. بود
های پسنورد تنظیمـی همـو و        ، مکانیزم غشاءت  یالیو، س یداتیاکس

 و یییامی ش ـیها ناپسیهترو سیناپسی، تاثیر سموم و داروها بر س       
های تهیـه شـده      ناپتوزومیه و بررسی آثار بیماری بر س      یامکان ته 
. ن مـدل هسـتند  ی ـ اییآگر کار ی د یها ، مثال ی انسان یها از نمونه 

ا ی ـ یوپس ـی، ب ی جراح یها نمونه  از  عمدتاً ی انسان یها ناپتوزومیس
 ).11-16 (شوند ه میی مغز، قلب و روده تهینکروپس
 یریگ جهینت

وم بـه غلظـت پتاسـیم محـیط وابسـته           رفتار ترشحی سیناپتوز  
بوده و امکـان بررسـی مسـتقیم رهـایش پایـه و تحریـک شـده                 

ناپتوزوم به دلیل   یاستفاده از س  . نماید میانجی عصبی را فراهم می    
 رو بـه    ی انسـان  یهـا  ه از نمونه  ی بالا و امکان ته    ییآسهولت، کار 
 .گسترش است

 یتشکر و قدردان
بـه خـاطر    ) عج.. (وسیله از دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا       بدین

های طرح و سرکار خانم سلیمانی و سایر همکـاران          تامین هزینه 
 .گردد آزمایشگاه فیزیولوژی تشکر می
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