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Abstract 

Introduction: Intracellular pH (pHi) regulates essentially all aspects of cellular activities. However, it is unknown 

how endoplasmic reticulum (ER) potassium channels sense pHi. In this study, we investigate the direct effects of pHi on 

ER potassium channels. 

Methods: We used channel incorporation into the bilayer lipid membrane method. L-α-phosphatidylcholine, a 

membrane lipid, was extracted from fresh egg yolk. Bilayer lipid membrane was formed in a 150 μm diameter hole. 

Rough endoplasmic reticulum vesicles were obtained from the liver after homogenization and several centrifugations. 

All single channel recordings were filtered at 1 kHz and stored at a sampling rate of 10 kHz for offline analysis by 

PClamp10. The purity of cell fractions was confirmed by western blot using specific markers of mitochondria, plasma 

membrane, endoplasmic reticulum, and Golgi. The pH was measured with a pH meter (0.001 unit accuracy). Statistical 

analysis was performed based on Markov noise free single channel analysis. 

Results: Western blotting and antibodies directed against various cellular proteins revealed that ER fractions did not 

contain specific proteins of the other subcellular compartments. Single channel recordings revealed a 596 pS K
+
 

channel, which was inhibited by 2.5 mM ATP, 100 µM glibenclamide and 400 µM tolbutamide. No effect of increasing 

pHi to 8.2 was found but decreasing pHi to below about 6.7 produced a marked inhibition of channel activity, with 

complete block being observed at pHi 6.2. 

Conclusion: Our results indicate that intracellular acidification inhibits ER K
+
 channel activities. The direct 

regulation of ER K
+
 channels by pHi has important implications for ER homeostasis. 
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استخراج شده از شبکه  میکانال پتاس تیسبب کاهش فعال یدیاس توپلاسمیس

  گردد یرت م یها تیهپاتوس یآندوپلاسم

 *3،1، افسانه الیاسی2، رضا صغیری1جواد فحانیک بابایی ،3،1مائده قاسمی ،1ناصر خدایی

 ، تهرانیبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،یولوژیزیگروه ف .1
 ، تهرانیبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یولوژیزینوروف قاتیمرکز تحق. 3

 تهران ران،یپاستور ا وتیانست ،یمیوشیگروه ب. 2

 92تیر  11پذیرش:    92اردیبهشت  23دریافت: 
  

 چكيده

         پاسب     pHiچگونبه ببه     (ER)تمام فعالیت های سلول را تنظیم می کند. اما مشخص نیست که کانال پتاسیم شببکه نندوپسسبمی   (pHiداخل سلولی ) pHاساساً  :مقدمه

        مورد بررسی قرار گرفت. ERبر کانال پتاسیم  pHiمی دهد. در این مطالعه، اثر مستقیم 
شاء دو لایه لیپیدی استفاده گردید. لیپید فسفاتیدیل کولین از زرده تخم مرغ تازه اسبتخرا  گردیبد. غشباء ببر روی     در این مطالعه از روش الحاق کانال به داخل غ :ها  روش

                پس از هموژنیزه کبردن و چنبد مرهلبه سبانتریفوژ بدسبت نمبد. تمبام ثببت هبای بدسبت نمبده از روش ثببت تبک کانبال ببا                 ERتشکیل گردید. وزیکول های  μm 153منفذ 

ننالیز شد. از وسترن بست برای تایید خلوص نمونبه اسبتخرا  شبده اسبتفاده      PClamp10نمونه برداری گردید و توسط نرم افزار  kHz 13فیلتر شد و با سرعت kHz 1 فرکانس

 انجام گردید.  Markovگردید. ننالیز نماری بر اساس ننالیز تک کانال عاری از نویز

را  pS595 خالص بوده است. ثبت از کانال، هضور یک کانبال پتاسبیم ببا کنبداکتانس      ERهای  اده شده در وسترن بست نشان داد که نمونهننتی بادی های استف ها: يافته

و  1/5ببه   pHiاثری بر فعالیت کانال نداشت. کباهش   3/8به   pHiافزایش  مهار گردید. µM 033و تولبوتامید  µM 133 گلی بن کسمید، mM 5/3 ATPنشان داد که توسط 

 بترتیب باعث کاهش و مهار کامل فعالیت کانال گردید. 3/5

اهمیت زیادی جهبت در   pHi توسط  ERرا مهار می کند. اهتمالاً تنظیم مستقیم فعالیت کانال پتاسیم  ERاسیدی شدن داخل سلول فعالیت کانال پتاسیم  :جه گيريينت

 دارد. ERما در فرایند هومئوستاز 

 

، غشاء دو لایه لیپیدی، شبکه نندوپسسمی، هپاتوسیتKATPسیتوپسسمی، کانال  pH :هاي كليدي واژه

1مقدمه
 

در غشاء پسسمایی و غشباء ارگانبل هبای سبلول هبای        

تحریک پذیر و تحریک ناپذیر پبروتئین هبای متعبددی ماننبد     

کانال های یونی، ناقل ها، گیرنده ها و پمپ هبا وجبود دارنبد.    
 

 

 af.eliassi@sbmu.ac.ir                     نویسندة مسئول مکاتبات: *

 www.phypha.ir/ppj                                        گاه مجله:بو

محیط خار  سبلولی و   pHاثیر تغییرات این پروتئین ها تحت ت

می توانبد تحریبک    pHسیتوپسسمی قرار می گیرند. تغییرات 

پذیری و بدنبال نن پاس  دهی این سلول ها )و ارگانبل هبا( را   

مبای    pH. در هالت طبیعبی مقبدار   [38]تحت تاثیر قرار بدهد 

مبی باشبد. در    3/1و سیتوپسسبم   0/1خار  سلولی در هبدود  

محبیط داخبل    pHشرایط مختلف فیزیولوژیبک و پاتولوژیبک   

 ،18]مای  خار  سلولی تغییر می کند  pHد همانن (pHiسلولی )

مببی توانببد فعالیببت   pHi. کبباهش [28 ،25 ،25 ،23 ،21 ،38
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یونی را تحت تاثیر قرار بدهد. در غشباء پسسبمایی    هایکانال 

پتاسیم مانند  هایبسیاری از سلول ها، فعالیت تعدادی از کانال 

(، کانال پتاسبیم  Kirپتاسیم یکسو کننده به داخل ) هایکانال 

دو  هبای (، کانبال  BKهساس به کلسیم با کنبداکتانس ببالا)   

و  TASK-3 [11، 33، 29]و  TASK-1  ،TASK-2منفذی 

مبای    pHبوسبیله   [22]یک کانال پتاسیم در غشباء بباکتری   

خار  و داخل سلولی تنظیم می شود. کانال پتاسیم هساس ببه  

ATP (KATPدر )  بتبا پبانکراس،    هبای غشاء پسسمایی سلول

میوسیت قلب، عضله اسکلتی، عضله صاف و مغز بیان می شود 

غشباء،   . این کانال نقبش مهمبی در کنتبرل پتانسبیل    [12, 0]

تحریک پذیری سلول ها، کنترل تون بسبتر عروقبی و ترشب     

در غشبباء   KATPفعالیببت کانببال . [0]انسببولین ایفببا مببی کنببد 

و فسبفو لیپیبدها،    ATP ،ADPپسسمایی سلول ها عسوه ببر  

. مطالعبات انجبام   [28 ،23 ،9]نیز کنترل می شود  pHiتوسط 

، غشباء ببازولترال توببول     [9]شده در عضله اسکلتی قورباغبه  

سبلول بتبا پبانکراس مبوش      ، [32]پروگزیمال کلیه خرگوش 

در عضبله اسبکلتی    و [31]، عضله قلبی خوکچبه هنبدی   [35]

بسبته   8/5تا  3/1از  pHiنشان می دهد که کاهش  [1]موش 

به نوع بافت و گونه هیوان باعث کاهش یا مهار کامل فعالیبت  

 غشاء پسسمایی می شود.  KATPکانال 

 KATPباعث مبی شبود کبه کانبال      pHفعالیت وابسته به  

پسسمایی در بسیاری از اختسلات پاتوفیزیولوژیک ببرای   غشاء

   کنترل تون بستر عروقبی، ترشب  انسبولین، تحریبک پبذیری      

  نرون ها نقش مهمی ایفا کند.

                   عببسوه بببر غشبباء پسسببمایی، در غشبباء     KATPکانببال 

داخل سلول مانند میتوکندری وجبود دارد. هضبور    هایارگانل 

در غشبباء داخلببی   (mitoKATP) میتوکنببدریایی KATPکانببال 

 Tمیتوکندری کبد، قلب، مغز، کلیه، عضله اسکلتی، لنفوسبیت  

انسانی و نمیب تایید شده و بنظر می رسد که نفش همایتی در 

برابببر ایسببکمی، کنتببرل هجببم مبباتریکس، پتانسببیل غشبباء  

میتوکندری، مصرف اکسیژن و بصورت غیر مستقیم در جبذ   

. اخیبراً  [5 ،5] کلسیم توسبط میتوکنبدری نقبش داشبته باشبد     

 KATPکانبال   همانندmitoKATP گزارش شده است که فعالیت 

سیتوپسسمی تنظیم مبی شبود. در    pHغشاء پسسمایی توسط 

سیتوپسسبم از   pHاین مطالعه مشخص شده است که کاهش 

کانال باعث کاهش کنداکتانس و اهتمال باز بودن  3/5به  3/1

KATP     3/1می شود و قلیایی کردن ماتریکس میتوکندری از 

میزان باز بودن و کنداکتانس کانال را افزایش می دهد  3/8به 

قلیبایی  pH . در شرایط فیزیولوژیک ماتریکس میتوکندری [5]

در شرایط ایسکمی باعث  KATPو مهار کانال pH دارد. کاهش 

           .[5]همایت کاردیومیوسیت در برابر ایسکمی می شود 

( به عنوان یک ارگانبل مهبم داخبل    ER) شبکه نندوپسسمی 

سلولی، دارای نقش اساسی در ساخت و بلوغ پروتئین ها، سنتز 

 هایو ذخیره یون کلسیم مورد نیباز ببرای فراینبد    فسفولیپیدها

ش کلسیم هایجذ  و ر .[11 ،13 ،2]سیگنالی سلولی می باشد 

و دور نگه داشتن نن از  ERنیاز به هفظ پتانسیل غشاء  ERاز 

پتانسیل تعادل نرست کلسیم دارد این عمبل ببا ورود و خبرو     

[.  33پتاسیمی انجام مبی گیبرد ]   هایز  طریق کانال پتاسیم ا

ببرای هفبظ     ERپتاسبیمی غشباء    هایبنابراین، نقش کانال 

و عملکرد صحی  نن مهم  می باشد.  ERشرایط محیط داخلی 

مطالعات قبلی نزمایشگاه ما هضور سه نوع کانال پتاسبیمی ببا   

 ERپیکوسببیمنس در غشبباء   311و  205، 559کنببداکتانس 

اخیبراً مطالعبه در دو    [.39ت رت را نشان داده اسبت ] هپاتوسی

زمینه مولکولی و الکتروفیزیولوژی نشان داد که کانال پتاسیمی 

 مبی باشبد    KATPپیکوسیمنس فوق کانال  559با کنداکتانس 

، هجبم ارگانبل،    pHاین کانال در کنترل  [. بنظر می رسد13]

, 3]اشبد  پتانسیل غشا و هومئوستاز یون کلسیم نقش داشبته ب 

داشته باشد شناخت  ER. اگر این کانال چنین نقشی را در [23

ی که تنظیم کننده نحوه باز و بسته شبدن و فعالیبت   هایفاکتور

کانال باشد می تواند راه گشایی جهت در  اتیولوژی بیماریهبا  

به عنوان مکبانی   پتاسیمی هایو درمان باشد. از طرفی، کانال 

سیتوپسسمی و یا لومن ارگانبل   pHبرای عبور یونها می تواند 

را  pHرا تنظیم نماید. اما مشخص نیست کانال پتاسیم چگونه 

 pHهببس مببی نمایببد. در ایببن مطالعببه، مببا اثببر مسببتقیم    

سیتوپسسمی را روی فعالیت و نحوه باز و بسبته شبدن کانبال    

rerKATP   و لایبه لیپیبدی مبورد    الحاق شده به داخبل غشبا د

 مطالعه قرار دادیم.

 ها روش و وادم

مواد مورد استفاده برای استخرا  لیپید فسبفاتیدیل کبولین   

شامل: کلروفرم، متانل، اتانل، اسبتن، پترولیبوم اتبر، نلبومینیم     
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از  (n-decane)، یدیببد و دکببان  TCL-Kieselgelاکسبباید، 

ی مببواد مببورد اسببتفاده بببرا خریببداری شببد. Merckشببرکت 

، ایمیبدازول،  Sigmaشامل: سوکروز از شبرکت   ERاستخرا  

تهیه گردیبد.   Merckپیروفسفات و اسید کلریدریک از شرکت 

، KClمببواد مببورد اسببتفاده بببرای ثبببت تببک کانببال شببامل:  

HEPES ،Tris HCL  وKOH  از شرکتSigma   خریبداری

شبامل   ERمورد استفاده برای اسبتخرا    هایگردید. محلول 

مولار، محلول سوکروز ایمیدازول  3و 1، 35/3وز محلول سوکز

 هبای و محلول سوکروز ایمیدازول پیروفسفات بود. ننتی بادی 

Calnexin, 90kDa (SC-11397)  ، Actin (SC-1615) و

 Cox1 (SC-58347) ننتببی بببادی  از شببرکت سببانتاکروز و 

Golgi (58 kDa) (AB6284)  از شببببببرکتABCAM 

 خریداری شد.

رای تشبکیل غشبباء لیپیببدی دولایببه از  در ایبن مطالعببه ببب 

فسفاتیدیل کولین استفاده شد. جهت استخرا  لیپید فسفاتیدیل 

و  Singletonکببولین از زرده تخببم مببرغ بببر اسبباس روش   

      اسببتفاده شببد. بطببور خسصببه بببا اسببتفاده از   [23]همکبباران 

لی لیپید زرده از پروتئین ها و پیگمان ها جدا شبد.  ن های هسل

سپس فسفاتیدیل کولین با استفاده از سبتون کرومباتوگرافی از   

سایر فسفاتید ها جدا گردید. فباز ثاببت سبتون کرومباتوگرافی     

کلروفرم ببا   -نلومینیوم اکساید و فاز متحر  نن محلول متانل

ست نمده با بود. میزان خلوص فسفاتیدیل کولین بد 9:1نسبت 

1استفاده از 
TLC       سنجیده شبد. فسبفاتیدیل کبولین اسبتخرا

شده در میکرو تیو  ها جم  نوری و تا زمان استفاده در دمای 

C°33-  .نگهداری گردید 

ببر اسباس    هپاتوسبیت رت از  ER هایاستخرا  وزیکول 

. پببس از [15] دیب گرد ( انجبام 1993و همکباران )   Kanروش

 ml 53در  خبار  و  فبوراً راس رت ناشبتا، کببد ننهبا     0کشتن 

مخلبو    همبوژنیزه گردیبد.   مبولار  35/3سوکروز  سرد حلولم

دور در دقیقبه   8533دقیقبه ببا سبرعت     12هموژنیزه به مدت 

سانتریفوژ گردید. محلول سطحی از رسوبات ته لولبه هبا جبدا    

یقبه اولتبرا   دق 10دور در دقیقه بمبدت   33033شد و با سرعت 

سانتریفوژ گردید. محلول لوله ها مجدداً از رسوبات زیری جبدا  

دقیقبه اولتبرا    51دور در دقیقه بمدت  25833شده و با سرعت 
 

 

1. Τhin Layer Chromatography 

سانتریفوژ گردید. رسوبات هاصله از اولتراسانتریفوژ در محلبول  

هباوی   هبای مولار هموژنیزه گردید و در تبه لولبه    3سوکروز 

ق گردید سپس لوله ها با سبرعت  مولار تزری1محلول سوکروز 

دقیقه اولترا سانتریفوژ گردیبد.   51دور در دقیقه بمدت  50833

در مرهله چهارم رسو  هاصله با محلول سبوکروز ایمیبدازول   

دقیقبه اسبتیرر کبردن،     15پیروفسفات هموژیزه شده و پس از 

دقیقبه اولتبرا    01دور در دقیقه بمدت  03033مجدداً با سرعت 

دید. در دو مرهله باقیمانده رسو  بدست نمبده از  سانتریفوژ گر

مرهله قبل در محلول سوکروز ایمیدازول هل شد و با پروتکل 

فوق اولترا سبانتریفوژ شبد. تمبام مراهبل سبانتریفوژ و اولتبرا       

  ERت رسبو  هایانجام گردید. در ن C° 0سانتریفوژ در دمای 

محلببول سببوکروز  ml1تخلببیص و تغلببیظ بدسببت نمببده در   

ی هبای در میکروتیو   lµ33 هایزول هل شد و با هجم ایمیدا

 نگهداری گردید. -C°83برای استفاده در دمای 

 همکاران اسبتفاده  و  Mullerروش از غشاء تشکیل برای

 محفظبه  دو روش ظرفی از جنس تفلبون ببا   این در .[30]شد 

کبه ببه    لبومنی(  )فضای ترانس و )فضای سیتوپسسمی( سیس

بود  mM53 و  mM333با غلظت  KClترتیب هاوی محلول 

استفاده گردید. در دیواره بین محفظه سیس و ترانس منفذ ببه  

اء دو لایه لیپیدی ببا  تعبیه شده بود. تشکیل غش μm353قطر 

در  mg/ml35 قرار دادن محلول فسفاتیدیل کولین )با غلظبت  

دکان( توسط سبوزن اسبتیل ببر روی منفبذ انجبام       -nهسل 

گردید. جهت ثبت الکتروفیزیولوژی از روش ثببت تبک کانبال    

توسط سبوزن   ERاستخرا  شده از  هایاستفاده شد. وزیکول 

الحاق کانبال تمباس داده   استیل با غشاء دولایه لیپیدی جهت 

شد. جریان عبوری از کانال توسط بای لایر کلمپ نمپلی فبایر  

BC-525D  شبببرکت(warner   .انبببدازه گیبببری گردیبببد )      

از جنس نقره/کلرید نقره و پبل نمک/نگبار یکبی     هایالکترود

برای اعمال ولتاژ درمحفظه سیس و دیگبری ببرای گرانبد در    

با نمپلی فایر را ببر قبرار    محفظه ترانس قرار داده شد تا ارتبا 

کنند. جریان پتاسیم از سیس به ترانس بصورت جریبان رو ببه   

بالا )مثبت( و از ترانس به سیس بصورت جریان رو ببه پبایین   

)منفی( ثبت گردید. تمام ثبت ها پس از یبک فیلتبر کبم گبذر     

KHz 1  با سرعت نمونه برداریKHz 13 در برداری و نمونه 

 د. ذخیره گردی کامپیوتر

 Pclamp10 ببببرای ننبببالیز ثببببت هبببا از نبببرم افبببزار 
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( استفاده گردید. پس از تعیین خط پایبه ببرای    Axon)شرکت

شکل بسته و باز کانال، نمپلی تبود میبزان جریبان عببوری از     

کانال )بر اساس پیکونمپر( و اهتمال باز بودن کانبال در بیشبتر   

دازه یک دقیقبه ای در هبر ولتباژ انب     هایثبت ها از روی ثبت 

گیری گردید. و سپس در هر ولتاژ هسیتوگرام نمپلی تود رسبم  

شبیب  تک کانال ببر اسباس    (کنداکتانسگردید. دامنه جریان )

د. معنی دار بودن اخبتسف  یجریان محاسبه گرد -ولتاژ منحنی

زمبان بکبارگیری   دامنه جریان و اهتمال باز بودن کانال در در 

بررسبی   Student T-Testدارو نسبت به گروه کنترل توسبط  

اطسعات بصبورت  شد و معنی دار در نظر گرفته  P<0.05 شد.

mean ± SEM  گردید.گزارش 

 يافته ها

استخرا  شده از هپاتوسیت رت از  ERبرای تعیین خلوص 

روش وسترن بست استفاده گردید. ببرای ایبن منظبور نمونبه     

یعنبی همبوژنیزه بافبت     ERی از مراهل چندگانه استخرا  های

(، مرهلبه  step2) (، مرهلبه اول اولتبرا سبانتریفوژ   step 1) کبد

 ( و مرهله نخر اولترا سانتریفوژstep3) سوم یا گرادیان سوکروز

(step4   برداشته شد و در روی غشاء نیتروسبلولز در مجباورت )

 Golgi)نشبانگر غشباء پسسبمایی(،     Actin هبای ننتی بادی 

داخلببی )نشببانگر غشبباء   Cox1)نشببانگر دسببتگاه گلببژی(،  

( قرار داده شد. هضبور  ER)نشانگر  Calnexinمیتوکندری( و 

و عدم هضور بانبد گلبژی از    Cox1 باند خیلی ضعیف اکتین و

  در ER یک طرف و از طرف دیگبر هضبور بانبد خیلبی قبوی      

دهد  ( نشان میstep4) ERی استخرا  هایمرهله ن هاینمونه 

 (. 1 )شکل تقریبا خالص بوده است ERکه نمونه استخرا  شده 

به غشاء  KATPپس از تشکیل غشاء لیپیدی و الحاق کانال 

+ میلبی ولبت   53تا  -53 هایلیپیدی از فعالیت کانال در ولتاژ 

ثبت گرفته شد. سه نمونه ثبت گرفته شده از فعالیت کانبال در  

+ میلی ولت بهمراه هیستوگرام ننها در 33و  3،  -53 هایولتاژ

میزان جریبان یبون عببوری از    نشان داده شده است.  3شکل 

،  -5/11+ میلی ولت بترتیب 33و  3،  -53 هایکانال در ولتاژ

فبوق   هایپیکونمپر و اهتمال باز بودن کانال در ولتاژ 38و  11

بود. در هر ولتباژ، قلبه ببزرر در     88/3و  91/3، 90/3بترتیب 

هیستوگرام نشانگر باز بودن کانال و میزان عبور یون پتاسیم از 

      ل می باشد و قلبه کوچبک هالبت بسبته کانبال را نشبان       کانا

بدسبت نمبده در    هایمی دهد. رسم منحنی جریان/ولتاژ ثبت 

+ میلی ولت نشان مبی دهبد کبه کانبال     53الی  -53محدوده 

KATP  غشبباءER  پیکوسببیمنس را دارد  559±0کنببداکتانس

 )منحنی جریان/ولتاژ نشان دا ده نشده است(.

و دو نبوع مهارکننبده    ATPاثبر  ، KATPبرای تایید کانبال  

گیرنده سولفونیل اوره، گلیبن کسمیبد و تولبوتامیبد ببر کانبال     

KATP غشاء ER  .هپاتوسیت بررسی شدATP    5/3ببه مقبدار 

میلی مول در محفظه سیس )سیتوپسسم( میزان جریان عبوری 

را تا هد صفر کاهش داد. گلیبن  Poاز کانال و همینطور میزان 

 

داخلبی میتوکنبدری(،   )نشبانگر غشباء    Cox1)نشانگر غشاء پسسمایی(،  Actinخیلی ضعیف  هایهضور باند هپاتوسیت رت بوسیله وسترن بست. ERتعیین خلوص  -8شكل 

 ( نشبان مبی دهبد کبه نمونبه     step4) ERی اسبتخرا   هاینمونه مرهله ن ( درER)نشانگر  Calnexin)نشانگر دستگاه گلژی(، و هضور باند خیلی قوی  Golgiعدم هضور باند 
 خالص بوده است .   ERاستخرا  شده 
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میکبرو مبول در محبیط سبیس مقبادیر       133ار کسمید به مقد

را تبا هبد صبفر کباهش داد و      KATPکانبال   Poنمپلی تبود و  

فعالیت کانال را کامسً مهبار نمبود. دیگبر مهارکننبده گیرنبده      

میکبرو مبول در    033سولفونیل اوره یعنی تولبوتامید به مقبدار  

و گلیبن کسمید بر فعالیت  ATPمحیط سیس اثر مهاری مانند 

اثبر مهباری ایبن سبه نبوع       2داشبت. در شبکل    KATPل کانا

هپاتوسیت نشبان داده   ER غشاء KATPمهارکننده ها بر کانال 

شده است. پس از اطمینبان از اینکبه کانبال مبورد مطالعبه در     

 
 

براببر   pH) + میلبی ولبت در شبرایط کنتبرل    33و  3،  -53 هبای در ولتاژ KATPسه نمونه ثبت گرفته شده از فعالیت کانال ER( .A) غشاء KATPثبت از فعالیت کانال  -2شكل 

0/1،) (B هیستوگرام ثبت کانال )KATP غشاء ER  میلی ولت.33و  3،  -53 هایدر ولتاژ + 
 

 
 µM033و تولبوتامیبد ببا دوز    µM133، گلبی بنکسمیبد ببا دوز     mM 5/3با دوز  ATPیت. هپاتوس ER غشاء KATP،گلیبن کسمید و تولبوتامید بر کانال  ATPاثر  -3شكل

 اهتمال باز بودن کانال را نشان می دهد. Po+ میلی ولت گردید. 13سبب مهار فعالیت کانال در ولتاژ 
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گرفتبه   هبای اثری بر غشاء نداشت. هیستوگرام ثبت  3/8و افزایش نن به  3/5به  3/1سیتوپسسم از  pHسیتوپسسم بر غشاء دو لایه لیپیدی. کاهش  pHاثر تغییرات  -4شكل 

 + میلی ولت نشان می دهد که میزان جریان عبوری از غشاء بدون کانال صفر می باشد.33خنثی، اسیدی و قلیایی در ولتاژ  pHدر 

 
 

 
 

 mV هبای در ولتاژ  3/5و  1/5اسیدی  های pHو در  3/1کنترل  pHاز فعالیت کانال در ( ثبت Aهپاتوسیت. ) ERغشاء  KATP اسیدی سیتوپسسم بر کانالpH اثر  -5شكل

در  3/5و  1/5اسبیدی   هبای  pHو  3/1کنتبرل   pH( در نمودار سمت راست اهتمال باز بودن کانال و در نمودار سمت چپ مقادیر جریان یون از کانبال در  B+  )mV33و  -53
 (.3/1برابر  pH*** نسبت به گروه کنترل ) P ˂ 0.001 .ه گردیده است+ با هم مقایسmV33و  -53 هایولتاژ 
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مشاهده شبده در   ATP کانال پتایسمی هساس به  ERغشاء 

اسببیدی و قلیببایی  pH[، اثببر 13] مطالعببه قبلببی مببی باشببد 

سم بر فعالیت این کانال ببر رسبی گردیبد. ببرای ایبن      سیتوپس

اسبیدی و قلیبایی سیتوپسسبم     pHمنظور ابتبدا اثبر اهتمبالی    

)محفظه سیس( بر غشاء دو لایه لیپیدی بدون کانبال بررسبی   

ببه   3/1نن از  pHشد. اسیدی کردن محیط سبیس و کباهش   

اثری بر غشاء دو لایه لیپیدی بدون کانبال نداشبت. هبم     3/5

 pHو رساندن  KOHقلیایی کردن محیط سیس توسط چنین 

 نیز بر روی غشا اثبر معنبی داری نداشبت. اثبر      3/8به  3/1از 

pH   خنثی، اسیدی و قلیایی سیتوپسسم بر غشا فاقد کانبال در

 نشان داده شده است.   0شکل 

اسیدی و قلیبایی سیتوپسسبم ببر     pHدر ادامه مطالعه اثر 

ز تشکیل غشا و الحاق وزیکول بررسی شد. پس ا KATPکانال 

ER  هاوی کانالKATP مختلبف   هایاز فعالیت کانال در ولتاژ

 3/1از   HClمحیط سبیس توسبط   pHثبت گرفته شد. سپس 

مختلبف   هبای کاهش داده شد و فعالیت کانال در ولتاژ 1/5به 

( نشبان مبی دهبد در    Bو  A) 5بررسی شد. همچنانکه شکل 

ت میبزان جریبان یبون از    + میلی ولب 33و  -53هایثبت ولتاژ

پیکببو نمپببر  5/18و  1/1بببه  2/38و  1/11کانببال بترتیببب از 

% کاهش نشان می دهبد.  20کاهش یافت بعبارت دیگر هدود 

و  91/3در خصوص اهتمال بباز ببودن کانبال نیبز بترتیبب از      

% کباهش  03تقلیل پیدا کرد که هدود  52/3و  55/3به  81/3

 Bقسبمت   5اف شبکل  را نشان می دهد. همچنانچبه ببار گبر   

کانال با ارزش  Poنشان می دهد مقادیر کاهش در نمپلی تود و 

p˂0.001   نشببان  5معنببی دار مببی باشببد. همچنببین شببکل       

سببب مهبار فعالیبت     3/5ببه   3/1از  pHمی دهد که کاهش 

 کانال گردید. 

قلیایی محیط سیس بررسی  pH در قسمت بعد مطالعه اثر 

از فعالیت تبک   KATPکانال شد. پس از تشکیل غشاء و الحاق 

محبیط   pHمختلف ثبت گرفته شد. سپس  هایکانال در ولتاژ

 

 
 

 
 

و  -mV 53 هبای در ولتباژ   3/8قلیبایی   pHو در  3/1کنتبرل   pH( ثببت فعالیبت کانبال در    Aهپاتوسبیت. )  ERغشباء   KATPقلیایی سیتوپسسم بر کانال pH اثر  -6شكل

mV33(  +Bنمودار سمت راست اهتمال باز بودن ک ) انال و نمودار سمت چپ مقادیر جریان یون از کانال درpH  و  3/1کنترلpH   و  -53 هایدر ولتاژ  3/8قلیاییmV33 +
 .با هم مقایسه گردیده است
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افزایش داده شد و فعالیبت   3/8به  3/1از   KOHسیس توسط

 pHمختلف بررسی شبد. ببا قلیبایی شبدن      هایکانال در ولتاژ

تغییرات معنی داری در میزان جریان یون  3/8محیط سیس تا 

ال باز بودن کانال در هبی  یبک از   از کانال )نمپلی تود( و اهتم

 pHمثبت و منفی دیبده نشبد. یعنبی قلیبایی شبدن       هایولتاژ

  ERغشباء  KATPتاثیری بر فعالیت کانال  3/8محیط سیس تا 

ثببت گرفتبه شبده در دو ولتباژ      Aقسمت  5نداشت. در شکل 

 3/8قلیبایی   pHو  3/1کنتبرل   pH+ میلی ولت در 33و  -53

اهتمال باز بودن و میزان  Bقسمت نشان داده شده است و در 

ببا هبم مقایسبه شبده      3/8و  pH 3/1جریان یون از کانال در 

اسبیدی باعبث    هایpHاست. همچنانکه نتایج نشان می دهد 

مبی گبردد در    ERغشباء   KATPکاهش و مهار فعالیت کانبال  

   قلیایی تاثیری بر فعالیت کانال ندارد. pHهالیکه 

 بحث

پتاسبیم   هبای ت تعدادی از کانال در غشاء پسسمایی فعالی

(، کانبال  Kirپتاسیم یکسو کننده ببه داخبل )   هایمانند کانال 

 های(، کانال BK) پتاسیم هساس به کلسیم با کنداکتانس بالا

 ،TASK-3 [11، 33و  TASK-1  ،TASK-2دو منفببببذی 

 pHبوسبیله   [22]کتری و یک کانال پتاسیم در غشباء ببا   [29

 هبای مای  خار  و داخل سلولی تنظیم می شود. بغیر از کانبال  

غشاء پسسبمایی نیبز    KATPفعالیت کانال پتاسیم  پتاسیم فوق،

. نتایج مطالعبات  [28]سیتوپسسمی تنظیم می شود  pHتوسط 

       غشباء در  KATPمختلف نشبان مبی دهبد کبه فعالیبت کانبال       

pH  متفبباوتی ماننببد  هبای  مختلببف سیتوپسسبمی پاسبب   هبای

و یبا   [21 ،31 ،1]کباهش فعالیبت    [25]افزایش فعالیت کانال 

مختلبف داشبته    های در بافت [9 ،8]بدون اثر بر فعالیت کانال 

 است.  

سیتوپسسبمی   pHنتایج مطالعه ما نشان داد کبه کباهش   

باعث کاهش معنبی دار میبزان جریبان     1/5به  3/1)سیس( از 

        ERغشبباء  KATPیببون و کبباهش اهتمببال ببباز بببودن کانببال 

 3/8ببه   3/1سیتوپسسمی )سبیس( از   pHمی شود و افزایش 

باعث ایجاد تغییرات معنی داری در میزان جریان یون و میزان 

 Peterنمی شود. در مطالعه انجام شده توسبط   باز بودن کانال 

در غشباء پسسبمایی سبلول بتبای پبانکراس       [35]و همکاران 

تباثیری بببر   5/1بببه 3/1سیتوپسسبمی از   pHمبوش افببزایش  

توانسبته   9ببه   pHفعالیت کانال نداشته است ولی با افبزایش  

درصبد افبزایش دهبد. در دیگبر      15تود کانبال را  مقدار نمپلی 

ببر   [5]و همکباران   Bednarczykمطالعه انجام شده توسبط  

 3/1محبیط سبیتوزولی از    pHافزایش  mitoKATPروی کانال 

تاثیری بر فعالیت کانال نداشته و قلیایی کبردن محبیط    3/8به 

ترانس )ماتریکس میتوکندری( فعالیبت کانبال را افبزایش داده    

تغییبرات   3/8سبیس تبا    pHاست. در مطالعه ما نیز با افزایش 

بالاتر  pHانال دیده نشد هر چند که در داری در فعالیت ک معنی

یک کاهش جریان یون در کانال مشباهده گردیبد )اطسعبات    

نشان داده نشده است(. با توجه به نتایج مطالعه مبا و دیگبران   

محبیط سبیس در    pHرسد که قلیایی شدن  بنظر می [35 ،5]

 KATPکننده کانبال   اکتور تنظیمیک ف محدوده فیزیولوژیک

      فعالیبت  ببر  تباثیری  و شبود  نمبی  محسبو   هبا  ارگانل غشاء

 ندارد.  کانال

محبیط   pHبعسوه نتایج ما نشان مبی دهبد کبه کباهش     

% 03% نمپلبی تبود و   20باعبث کباهش    1/5به  3/1سیس از 

مبی شبود و کباهش      ERغشاء  KATPاهتمال باز بودن کانال 

pH  لیت کانال می گردد. کاهش فعالیت باعث مهار فعا 3/5به

غشاء پسسمایی اعبم از کباهش جریبان    KATP کانال پتاسیمی 

مختلف  هایدر بافت  [9 ،0 ،1]یونی و اهتمال باز بودن کانال 

و  [35]، سبلول بتبا پبانکراس    [35]مانند عضله اسکلتی انسان 

مشبباهده شببده اسببت.  [31]عضببله اسببکلتی خوکچببه هنببدی 

و همکباران   Bednarczykهمچنین نتایج مشابهی در مطالعه 

نشبان داده شبده اسبت. مکبانیزم       mitoKATPروی کانال  [5]

سبت. فرضبیه   توسط پروتون شناخته نشده ا  KATPمهار کانال 

مختلفی در خصوص تغییر ساختار کانبال و نفبوذ پبذیری     های

بعنوان یک پبروتئین هترومبر از    KATPمطرح می باشند. کانال 

بعنوان سازنده منفذ و زیر  kir6.2 ,kir6.1اصلی  هایزیر واهد

 SUR-2Bو  SUR-1  ،SUR-2Aفرعی تنظیمبی   هایواهد 

وع ترکیب ایبن  هساس به مهار کننده ها تشکیل شده است. تن

زیر واهد ها برای ایجاد تترامر منفذ و تترامبر تنظیمبی کانبال    

مختلف می شود.  هایمتنوع در بافت  KATPباعث ایجاد کانال 

 ERغشباء   KATPاین اثر مهاری پروتون بر فعالیت کانال  بنابر

ورود  -1ممکن است بر اساس فرضبیات اهتمبالی زیبر باشبد:     

اتصبالی داخبل    هبای د ببا مکبان   پروتون به داخل منفذ و پیون
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منفببی دهانببه  هببایاتصببال پروتببون بببه بار - 3، [9]کانببال 

 [35 ،15]سیتوپسسمی کانال و خنثی کردن بار سطحی دهانبه  

شاید کاهش یون پتاسیم در دهانه کانال بعلبت افبزایش    -2و 

پروتون و یا نفوذ و عبور سری  پروتون در رقابت با یون پتاسیم 

. ضمناً این اهتمال را باید در نظر داشت کبه   [35]د مطرح باشن

نیز ممکن است سببب   SURs هایاتصال پروتون به زیر واهد

                   کاهش فعالیبت کانبال شبده باشبد. چنانکبه مطالعبات نشبان        

تعیین کننبده میبزان هساسبیت     SURs هایدهد زیر واهد می

 .[03 ،31]کانال به داروها و اهتمال باز بودن کانال می باشد 

اسبیدی   pHغشباء پسسبمایی توسبط     KATPمهار کانبال  

ببه   [32]کلیبوی   هایو یا در لوله  [25]سیتوپسسم در عروق 

عمل می کند.  عنوان یک مکانیزم هفاظتی و همایتی در بافت

در تنظبیم اعمبالی    ERغشباء   KATPبا توجه به اینکه کانبال  

ی کلسبیم از  هبای مانند خنثی سازی شارژ الکتریکی هاصل از ر

شبکه سارکوپسسمی، تسهیل ورود و خبرو  یبون کلسبیم ببه     

ER تنظیم ،pH،      کنترل جحم ارگانبل هبا و هومئوسبتاز یبون

 pH، شاید مهار این کانبال توسبط   [10 ،1]کلسیم دخالت دارد 

برای تنظیم مجدد اعمال هومئوستازی و  ERاسیدی در غشاء 

 هفظ عملکرد سلول اهمیت داشته باشد.

 هبای سیتوپسسبم یکبی از فاکتور   pHت تغییبرات  هایدر ن

 pHباشبد. کباهش    مبی  ERغشباء   KATPتنظیم کننده کانال 

اهش و یا مهار فعالیت کانال مبی شبود.   سیتوپسسمی  باعث ک

 -مکبانیزم این نتایج ممکن است کمکی در جهت در  مبا از  

 باشد. ERهفظ هومئوستاز و تنظیم کلسیم داخل  های

 سپاسگزاري

 یبهشبت  دیدانشگاه شه یدانشکده پزشک یبا تشکر از معاونت پژوهش

 پژوهش را قبول کردند. نیا یمال تیکه هما
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