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Abstract 

Introduction: The functional effects of orexin-B on the calcium spikes and excitability 
of the neuronal soma membrane of garden snail, Helix aspersa were studied. 

Methods: Conventional intracellular recording, under the current clamp conditions was 
performed to examine the effects of orexin-B on the configuration and electrophysiological 
properties of calcium spikes. 

Results: Application of orexin-B (300 nM) led to a membrane depolarization and thereby 
the increase in excitability of neurons. It also decreased the duration and the amplitude of 
calcium spikes. On the other hand, orexin-B had a dual effect on the amplitude of after-
hyper polarization (AHP) in a time dependent manner. The maximum reduction of the 
amplitude of AHP was recorded within 10 min of orexin-B exposure. However a maximum 
increase in AHP amplitude was observed later (15 min after exposure to orexin-B). 
Inactivation of G-proteins by pertussis toxin (100 nM) was used to test the involvement of 
Gi/Go in the orexin-B induced modulation of calcium channels. Pre-incubation of ganglia 
for 3-6 h with PTX blocked the depolarization effect of orexin-B on the resting membrane 
potential. Orexin-B on pretreated neuronal cells with PTX did not statistically change the 
calcium spike parameters, unless the peak amplitude of AHP increased remarkably. 

Conclusion: In conclusion, these data suggest that orexin-B (300 nM) may affect the 
membrane excitability and modulates the activity of calcium and calcium activated 
potassium channels in snail neurons. 
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  ژي و فارماكولوژيفيزيولو

  1385 پاييز، 3، شماره 10جلد 

هاي  در نوروني ميلسهاي ك انالكت يبر فعال B-نيسكاور يلياثرات تعد

 (HELIX ASPERSA) يحلزون باغ

  2يعقوب فتح اللهي، *1، مهيار جان احمدي2و1علي راستگار فرج زاده

  گروه فيزيولوژي  تحقيقات علوم اعصاب ودانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دانشكده پزشكي، مركز -1

  دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه فيزيولوژي -2
   و همكارانراستگار فرج زاده  هاي كلسيمي  بر فعاليت كانالB- اوركسيناثر تعديلي

  85 آذر :پذيرش  85 آبان :بازبيني  85مهر : دريافت

  چكيده

 Helixهاي حلزون بـاغي گونـه    هاي كلسيمي، تحريك پذيري غشاي جسم سلولي نورون وي اسپايك اثرات عملكردي اوركسين بر ر:مقدمه

aspersa مورد بررسي قرار گرفتند.  

 بر شـكل مـوج و خـصوصيات الكتروفيزيولوزيـك           B- ثبت داخل سلولي تحت شرايط كلمپ جريان به منظور بررسي اثرات اوركسين            :ها روش

  .اسپايك كلسيمي انجام شد

. هـاي عـصبي گرديـد    موجب دپلاريزاسيون غشا و از اين طريـق افـزايش تحريـك پـذيري سـلول          )  نانو مول  B) 300-كاربرد اوركسين  :نتايج

اي بر دامنه پتانسيل هيپرپلاريزاسيون متعاقب   اثر دوگانهB-ازطرفي، اوركسين. هاي كلسيمي شد    همچنين موجب كاهش دامنه و طول مدت اسپايك       

)AHP (  حداكثر كاهش دامنه    .  به زمان داشت   به صورت وابستهAHP  ،10            دقيقه پس از پرفيوژن محلول رينگر كلـسيمي محتـوي اوركـسين -B 

 Gهـاي   غير فعال نمودن پـروتئين  . پانزده دقيقه بعد ثبت شد    ) p<0.001 (AHPو حداكثر افزايش دامنه     ) p<0.05(مشاهده شد   )  نانومول 300(

هـاي كلـسيمي توسـط      در تعـديل فعاليـت كانـال   Gi/Goبـه منظـور بررسـي دخالـت     ) Pertussis Toxin, 100nM(توسط سم سياه سرفه 

 ساعت توسط سم سياه سرفه، باعث مهار وقوع دپلاريزاسـيون  6 تا 3ها به مدت  انكوباسيون گانگليون.  انجام شدB-هاي حساس به اوركسين   گيرنده

هاي عصبي كه در   بر سلولB-هم چنين اوركسين .  شد B- محتوي اوركسين  غشا پس از پرفيوژن محيط خارج سلولي توسط محلول رينگر كلسيمي          

 تحت ايـن  AHPمعرض سم سياه سرفه قرار گرفته بودند، نتوانست تاثير معني داري بر پارامترهاي اسپايك كلسيمي ايجاد كند به جز اين كه دامنه     

  .افزايش يافت) p<0.001(شرايط به طور معني داري 

گـذارد و در تعـديل    هاي عصبي حلزون اثر مـي     احتمالاً بر تحريك پذيري غشا سلول      B-دهند كه اوركسين    ها نشان مي    ه اين داد  :نتيجه گيري 

  .هاي پتاسيمي وابسته به كلسيم نقش دارد هاي كلسيمي و نيز كانال فعاليت كانال
    

  ح، حلزون، الكتروفيزيولوژي، سم سياه سرفه، اسپايك كلسيمي، تحريك پذيري نورونيB- اوركسين:ها ي كليدي واژه 
    

                                                 
  :پست الكترونيك نويسنده مسئول مكاتبات *

mjanahmadi@yahoo.com  



  راستگار فرج زاده و همكاران  هاي كلسيمي  بر فعاليت كانالB-اثر تعديلي اوركسين

192 

  مقدمه

كه به ترتيب  (B و Aدو نوروپپتيد جديد موسوم به اوركسين    

. انـد   شـده  ، اخيـراً شناسـائي    )شـوند    ناميده مـي   2 و   1هيپوكرتين  

]27،9[  

ين ياوركسين به عنوان آگونيست دو گيرنده وابسته بـه پـروت          

G   هاي     موسوم به گيرندهOX1   و OX2  ـ. كند   عمل مي  ق تزري

مركــزي اوركــسين موجــب افــزايش بيــداري و كــاهش خــواب 

گـردد و از بـين رفـتن پيـام رسـاني اوركـسينرژيك موجـب                  مي

   ]32،21،9،5[ .شود اختلالات ناركولپسي خواب در پستانداران مي

ساير نقشهاي فيزيولوژيك اوركسين شامل تنظيم هومئوستاز       

هـاي    انيـسم و نيز انرژي و پاسخ به استرس، احتمالاً از طريق مك          

همچنـين در سيـستم      ]5،19،21،29،37[مركزي و محيطي است   

ــت    ــزايش فعاليـ ــب افـ ــسين موجـ ــزي، اوركـ ــصاب مركـ اعـ

ــسي ــر   ]5،21[سيناپـ ــا هيپـ ــيون و يـ ــين دپلاريزاسـ و همچنـ

  ]14[گردد پلاريزاسيون غشا سلول مي

هاي متعددي نشان داده است كـه سـريعترين پاسـخ             بررسي

هـاي مختلـف،    كسين در سيستمهاي اور   سلولي به فعاليت گيرنده   

القا ورود كلـسيم  ] 16،21،25،34،35،36[.م استورود يون كلسي

هاي   هاي اوركسين احتمالاً از طريق كانال       توسط تحريك گيرنده  

 Cكلسيمي وابسته به ولتاژ فعـال شـده توسـط پـروتئين كينـاز               

ــورت ــاد     ]38،35،34[.ص ــي در ايج ــش مهم ــسيم نق ــون كل ي

هـاي   ها و برخـي از كانـال    نمودن آنزيم دپلاريزاسيون غشا، فعال  

 هورمـون هـا،     نوروترانـسميترها و  يوني، انقباض عضلاني، ترشح     

 انقباض، بيان ژن و مرگ سـلولي ايفـاء          -مزدوج نمودن تحريك  

  .كند مي

 و رو به    بدون شك، تغيير ميزان جريان رو به داخل كلسيمي        

ــارج  ــستمتاســيميپخ ــا    توســط سي ــسميتري و ي ــاي نوروتران ه

هـاي    تواند اثرات قابل توجهي بر عملكـرد سـلول          وپپتيدي مي نور

  .هاي عصبي بگذارد تحريك پذير از جمله سلول

 ـ درمهـره داران   اوركـسين هاي نوروپپتيد اگرچه، حضور  ست پ

همچون ماهيها گزارش شده است و اعتقـاد بـر ايـن اسـت كـه                

يش پ ميليون سال    650روتيينهاي مذكوربه   پقدمت ژن كد كننده     

، لاكــن هــيچ اطلاعــاتي در خــصوص حــضور و  ]2[.دبرميگــرد

ــرد  ــستمعملك ــسين سي ــانرژيك در اورك ــي مهرگ ــت ب  درددس

  .باشد نمي

هـاي    در بررسي حاضر، اثرات نوروپپتيد اوركسين بر اسـپايك        

 مـورد  Helix aspersaهاي حلـزون گونـه    كلسيمي در نورون

هـاي حـساس بـه       استفاده قـرار گرففتـه اسـت و وجـود گيرنـده           

 در سيستم اعصاب مركزي بي مهرگان براي اولين بـار           اوركسين

 سيــستم حــضور احتمــالينــشان داده شــده اســت وايــن نتــايج 

دهـد و بيـانگر تـداوم عملكـرد ايـن             اوركسينرژيك را نشان مـي    

تغييـر و تعـديل      اهميـت فيزيولوژيـك   . سيستم طي تكامل است   

هاي بي مهرگان توسط اوركسين نياز به         عاليت الكتريكي نورون  ف

 in vivoتحقيق بيشتر به ويژه بر روي رفتار حيـوان در شـرايط   

  .دارد

  مواد وروشها

  سازي گانگليونآماده

اي تحـت مـري     هاي مجموعه عقده  آزمايشها بر روي نورون   

(Subesophageal)  ــاكزي ــزون خ ) Helix aspersa( حل

با ايجاد شكافي طولي در ناحيه گردن جـانور حلقـه         . انجام گرفت 

همراه عروق و اعصاب محيطي از بدن خارج  مري به اي دور   عقده

شده و به كمك اعصاب عمده وآئورت بطور كـشيده در محفظـه             

. ثبت با بستر سيلگارد و حاوي رينگر نرمال حلزون تثبيت گرديـد       

هاي تحت مري در   هاي بافت پيوندي احاطه كننده گانگليون       لايه

يكي و بخش پشتي آن كه داراي اعصاب كمتري است بطور مكان        

سازي در هر آماده  . هاي بسيار ظريف برداشته شدند    بوسيله انبرك 

  .گرفتجداشده از حلزون تنها يك نورون مورد مطالعه قرار مي

  محلولها و داروها

 ,:شـامل ) بـه ميلـي مـولار   (محلول رينگر كلسيمي حلـزون  

TEA(80) MgSO4(5) , KCl (4) ,CaCl2 (10) 

Glucose (10),و HEPES (10)بود و pH 6/7 آن در حد-
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.  ميلـي مـول بـود      5 تهيـه شـده      4APغلظـت   .  تنظيم شد  4/7

ــضور -4و   Tetraethylammonium (TEA)حـــ

aminopyridine (4-AP) در محيط خارج سلولي باعث مهار 

همچنـين  . گرددژ مي جريانات پتاسيمي رو به خارج وابسته به ولتا  

ا رينگر   نانومول پس از ثبت كنترل، ب      300 با غلظت    Bاوركسين  

 مهـاري از    Gهـاي     براي بلوك پـروتئين   . شد  كلسيمي پرفيوز مي  

. شد استفاده مي  نانومول100 با غلظت (PTX)  سم سياه سرفه

 و  HEPES و سـم سـياه سـرفه در رينگـر بـدون              Bاوركسين  

Glucose       سـپس هنگـام    . شـدند    به صورت استوك تهيـه مـي

 ـ     با نـسبت Glucose و  HEPESاستفاده،   ه هـاي ذكـر شـده ب

 و سم سياه سرفه از شركت Bاوركسين . گرديد استوك اضافه مي  

تهيـه  ) آلمـان (و ساير مواد فوق از شركت مرك        ) آمريكا(سيگما  

  .گرديده بود

  ثبت الكتروفيزيولوژي

 KCl 3جهت ثبت از الكترودهاي بروسيليكات كه با محلول        

بـا  . شـد    داشتند استفاده مـي    MΩ 5-2مولار پر شده و مقاومت      

 Axonآمريكـا،   (Axoclamp 2Bه از يك آمپلي فاير استفاد

Instruments ( هـاي خودبخـودي و برانگيختـه،       پتانسيل عمل

 دقيقه ثبت پايه، در شرايط كنترل و متعاقـب تيمـار بـا              5پس از   

در ايـن روش،  .  ثبت گرديدcurrent clampاوركسين با روش 

 بـه    نانو آمپر به صورت منفي و سپس مثبت        5 الي   1هاي    جريان

 500مدت زمان تزريـق هـر جريـان،    . شد  داخل سلول تزريق مي   

هاي داده.  ثانيه بود  3ميلي ثانيه و فاصله تزريق مابين جريان ها،         

ديجيتـال رقمـي شـده و جهـت         -ثبت شده، توسط مبدل آنالوگ    

هاي ثبت شده   پارامترهاي كمي پتاسيل عمل   . آناليز ذخيره گرديد  

 با كمك نرم    AHPو دامنه   شامل مدت اسپايك، دامنه اسپايك      

دامنـه پتانـسيل عمـل كلـسيمي از     . گيري شـد   اندازه chartافزار

 پتانسيل استراحت تا قلـه اسـپايك و مـدت آن در ميانـه دامنـه     

(AD50)             بين بخشهاي بالا رو و پـائين رو اسـپايك محاسـبه ،

ــه  ــد و دامن ــه AHPگردي ــسيل اســتراحت AHP از قل ــا پتان  ت

 انحـراف معيـار     ±مي بصورت ميانگين    مقادير ك  .گيري شد   اندازه

- يكANOVAها با روش    بيان شده و آزمون مقايسه ميانگين     

ــد ــه انجــام گردي ــت . طرف ــسه كمي ــراي مقاي ــين ب ــاي  همچن ه

گيــري شــده بــين دو گــروه در شــرايط كنتــرل، از روش   انــدازه

Paired t-test05/0هاي با اختلاف.  استفاده شدP< معني دار 

  .در نظر گرفته شدند

  ها افتهي

جريان رو به داخل كلسيمي در طي پتانـسيل عمـل، عامـل             

اساســــي در دپلاريزاســــيون اســــپايك، ايجــــاد پتانــــسيل 

و تطـابق فركـانس فعاليـت       ) AHP(هيپرپلاريزاسيون متعاقـب    

بنابراين تغييـر جريـان رو بـه    . هاي عصبي است بسياري از سلول  

ن داخل كلسيمي در طي پتانسيل عمل تحت شرايط خاص بعنـوا        

تواند منجـر    ها، ميپپتيدها و يا نورو   مثال در حضور نوروترانسميتر   

به منظور آزمون   . هاي عصبي شود    به تغيير تحريك پذيري سلول    

تـوا نـد بـا تغييـر          جديد اوركسين مي   پپتيداين فرضيه كه آيا نورو    

عملكرد كانالهاي كلسيمي بر ويژگيهاي رقتارالكتريكي سلولهاي       

 بر خصوصيات كمي    B-ارد، اثر اوركسين  عصبي حلزون تاثير بگذ   

هـاي كلـسيمي ثبـت شـده در رينگـر       و الگوي شـليك اسـپايك   

هـاي رو   در اين رينگر، جريـان   . كلسيمي مورد بررسي قرار گرفت    

هـاي   به داخل سديمي و رو به خـارج پتاسـيمي از طريـق كانـال      

به منظور مهار اين دسته از كانال ها، . وابسته به ولتاژ مهار گرديد  

 جـايگزين گرديـد و    TEAهاي سديمي خارج سلولي توسط        وني

 نـه   TEA.  مهار شـد   AP-4جريان پتاسيمي رو به خارج توسط       

گردد، بلكـه     هاي سديمي مي    تنها به اين طريق باعث مهار كانال      

هـاي پتاسـيمي      اي بـراي كانـال      مهار كننده قوي و شناخته شده     

 بـه محـيط   AP-4افـزودن  . باشد وابسته به ولتاژ تاخيري نيز مي    

هـاي پتاسـيمي      خارج سلولي سبب مهار دسته ديگـري از كانـال         

به اين ترتيب تحت اين شـرايط،      . گردد   مي Aموسوم به سريع يا     

شود، يون كلـسيم اسـت و افـزايش           تنها يوني كه وارد سلول مي     

هـاي    توانـد باعـث فعاليـت كانـال         يون كلسيم به نوبه خـود مـي       

 و يا AP-4 گروهي از آنها به پتاسيمي وابسته به كلسيم شود كه    

TEAحساس نيستند .  
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هاي پتاسيمي رو به خـارج بـه ايـن            مهار قسمت اعظم كانال   

) Duration(شكل، باعث ايجاد اسپايك كلسيمي با طول مدت         

  ).A 1شكل   (گردد طولاني مي

 كانالهــايهــاي  در رينگــر كلــسيمي محتــوي مهــار كننــده

ــاژ  ــه ولت ــسته ب ــيمي واب ــا  AP-4 و TEA( پتاس ــب ب ــه ترتي  ب

خـارج  سـديمي   ميلي مول، جايگزين يونهاي    5 و   80هاي    غلظت

نورونهـــــا داراي پتانـــــسيل ) ســـــلولي گرديـــــده بـــــود

و فعاليـت خودبخـودي بـه       )  ميلـي ولـت    -6/47±2/7(استراحت

 و 1شكل(  كلسيمي با طول مدت طولاني بودند   شكل اسپايكهاي 

a2 .(   ــدود ــدتي ح ــول م ــسيمي داراي ط ــپايكهاي كل  ± 80اس

 ميلـي ولـت و   5/83-+57/2برابر اي    هنمداميلي ثانيه و     25/784

 . )n=  5(  ميلي ولـت بودنـد     -125/5 ± /47 برابر   AHPدامنه  

دامنه اسـپايك كلـسيمي را      )  نانو مولار  B) 300اوركسين  كاربرد  

 15 و 10ه ترتيب به صورت وابسته به زمان به طور معني داري ب        

ــاهش داد   ــوژن ك ــس از پروفي ــه پ ، p>01/0و  >05/0p( دقيق

همچنين طول مدت پتانـسيل عمـل   ). c- a 2و  A 6هاي  شكل

 به طور معني داري كـاهش يافـت         سينكلسيمي تحت تاثير اورك   

 دقيقـه پـس از پرفيـوژن    15 و  10به طوريكـه حـداكثر كـاهش        

 ن كـه اوركـسي    در حالي ). B 6، شكل   p >01/0( مشاهده گرديد 

 بـود بـه طوريكـه بـه طـور           AHPاي بر دامنه      داراي اثر دوگانه  

 دقيقـه پـس از   10(وابسته به زمان ابتدا باعث كـاهش معنـي دار    

 دقيقه پس   15(و سپس افزايش    ) B  ،05/0<p-افزودن اوركسين 

 )B  ،001/0< p- كلسيمي محتـوي اوركـسين     راز پرفيوژن رينگ  

موجب  B- اوركسين ودنافز). C6شكل  (  گرديد AHPدر دامنه   

پلازيراسيون پتانسيل غـشا سـلولهاي عـصبي حلـزون در اكثـر       د

  .)A 1شكل ( موارد و نيز افزايش تحريك پذيري گرديد

نهايي كه از نظـر الكتريكـي داراي يـا فاقـد فعاليـت              ودر نور 

 1ــ    5(خودبخودي بودنـد، تزريـق جريانهـاي دپلازيـره كننـده          

باعث بـرانگيختن اسـپايكهاي     )  ميلي ثانيه  500مدت  ه   ب آمپرنانو

موجب كاهش   B-كاربرد اوركسين ). A3شكل  ( كلسيمي گرديد 

طول مدت اسپايكهاي كلسيمي برانگيخته و نيز تـسريع مرحلـه            

رپلازيراسيون پتانسيل عمل كلسيمي گرديد به طوريكه با تزريق         

 ـ نـانو    5يـزان   رجريان دپلا   كلـسيمي   ي تعـداد اسـپايكها    ،ريآمپ

ــزايش  ــه اف ــتبرانگيخت ــكل (  ياف ــاي  ). B 3ش ــق جريانه تزري

 ـ آمپ نـانو  1ـ   5( لاريزه كننده پهيپر  ) ميلـي ثانيـه    500مـدت   ه  ر ب

 پـس از  rebound spike يـا موجب بروز اسپايكهاي كلسيمي 

در حـضور  ). A 4 ـ  B  (گرديـد   كنندههيزرخاتمه جريان هيپرپلا

 اغلب سلولهاي عـصبي حلـزون داراي فعاليـت          نيز B-اوركسين

reboundدند بو )c 4.( 

يهايك اسـپا  يك شـل  يبر الگو )  نانومول B) 300-نيسكر اور يتاث -1ل  كش

يميلـس كنگر  ي ثبت شده در ر    يميلسك يهايكاسپا) A(يميلسك يخودبخود

 موجــبB-نيسكــاور.B-نيسكــاز افــزودن اور) C(و بعــد ) B(قبــل

ل عمـلي پتانـس  يكانس شـل  ك ـش فر يل غـشا و افـزا     يون پتانـس  يزاسيدپلار

 .دي گردي خودبخوديميلسك

يهايك ـ اسپا A. يميلسك يهايك اسپايبر رو B-نيسكر اوريتاث -2لكش

15و ) b(قـه  ي دق10، )a(نتـرل  كط ي ثبت شده در شـرا   ي خودبخود يميلسك

ون در محلـوليون گـانگل  يوباس ـكان. B-نيسك ـپس از افزودن اور   ) c(قه  يدق

اهش طول مدت وكموجب  ) PTX(اه سرفه ي سم س  ي محتو يميلسكنگر  ير

يك ـ دو اسـپا  d.( B(دينترل گردكط ي نسبت به شرايميلسك يكدامنه اسپا

 ـي م 500بمـدت   (ننـده كزه  يان دپلار يق جر يخته توسط تزر  ي برانگ يميلسك يل

)ي محتو يميلسكنگر  يون در محلول ر   يون گانگل يوباسكپس از ان  (قبل  ) هيثان

تفـاوت قابـل.  هم قرار داده شـده اسـت       ي رو B-نيسكو بعد از افزودن اور    

 ـ ثبت شده تحت ا    يميلسك يكسپاات ا ي از خصوص  يتوجه دهي ـط د ين شـرا  ي

 . شودينم
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ــالي   ــت احتم ــي دخال ــور بررس ــروتبمنظ ــاري، Gين ي پ  مه

 ساعت در درجه حرارت اتـاق       3ـ   6حلزون بمدت   هاي    گانگليون

 100(  كلــسيمي محتــوي ســم ســياه ســرفهرگــيندر محلــول ر

ن ثبـت از سـلولهاي      وپـس از انكوباسـي    . انكوبـه شـدند   ) لنانومو

ر ايـن   د.  كلسيمي صورت گرفت   رنگيعصبي حلزون در محلول ر    

) 5شكل  (  هم چنان فعاليت خودبخودي    ،شرايط سلولهاي عصبي  

دادند لكن طـول مـدت و دامنـه     نشان مي ) 3شكل  ( و برانگيخته 

)  اسـيون بنكواقبـل از    ( پتانسيل عمل نـسبت بـه گـروه كنتـرل         

  محـيط خـارج سـلولي      پرفيوژن). B 2و   A-D 2شكل(بود  كمتر

 شـرايطي    در B- كلسيمي محتوي اوركسين   رتوسط محلول رينگ  

 ـ    PTX سـاعت در محلـول محتـوي   3ــ   6مـدت  ه كه سلولها ب

انكوبه شده بودند موجب عدم بـروز قابـل توجـه دپلازيراسـيون             

پتانسيل غشا و نيز وقوع فعاليت خودبخـودي سـلولها گرديـد در             

قابـل ثبـت   ) IPSPs( ي مهـاري پسحاليكه پتانسيلهاي پس سينا  

  ).5شكل ( بودند

  در معرض  كهاينپس از  PTXاببه شده    عصبي انكو  هايسلول

شـكل  ( دامنـه  با   يميلساسپايكهاي ك ند   قرار گرفت  B -اوركسين

A 6 (  و طـول مـدت ) شــكلB 6 ( در .نـشان ميدادنــد  كمتـري 

 اثـري  AHP در اين شـرايط بـر دامنـه        B-حاليكه اثر اوركسين  

  ).>C 6،001/0pشكل (ربودافزايشي وابسته به زمان معني دا

  بحث

 B-مطالعه اثرات عملكرد اوركـسين    بررسي حاضر به منظور     

هاي حلزون در     هاي عمل كلسيمي ثبت شده از نورون        بر پتانسيل 

.  صورت گرفـت current clampرينگر كلسيمي تحت شرايط 

هـاي    مدت اسـپايك B-نتايج اين تحقيق نشان داد كه اوركسين  

 را ابتدا كـاهش و سـپس        AHPكلسيمي را كاهش داده و دامنه       

 موجـب   B- طرفي در اكثـر مـوارد اوركـسين        از. دهد  افزايش مي 

  .هاي عصبي حلزون شد افزايش تحريك پذيري سلول

 ـتزر .ختـه ي برانگيميلـس ك ي هايك بر اسپا  B-نيسكر اور يتاث -3لكش قي

موجـب)  ميلي ثانيـه   500  نانوآمپر به مدت   5 تا   1( نندهكزه  ي دپلار يانهايجر

 ـفـه گرد  ك و   ي با دامنه طولان   يميلسكل عمل   ي پتانس يكشل افـزودن). A(دي

ختـه بـاي عمل برانگ  يلهاي پتانس يكموجب شل )  نانومول B) 300-نيسكاور

 ـ دپلار يانهـا يق جر يوتاه تر و در موارد تزر     كطول مدت    5(تريننـده قـو   كزه  ي

ونيوباس ـكان). B(افتيش  يخته افزا ي برانگ يميلسك يهاكايتعداد اس ) نانوآمپر

 عمـليل هاي موجب حذف پتانس PTX ينگر محتو يل ر ون با محلو  يگانگل

لي دامنـه و طـول مـدت پتانـس         ين تا حدود  كل. ديخته نگرد ي برانگ يميلسك

 درير چنـدان ي، تـاث B-نيسنك ـافـزودن اور  ). C(وتاهتر شد كخته  يعمل برانگ 

ون بايوباسكخته ثبت شده پس از ان     ي برانگ يميلسكل عمل   يل موج پتانس  كش

PTXدي نگرد)C.( 

 ـ  ـ تزر.rebound يميلــسك يك اسـپا يكشــل -4لكش يان هــايــق جري

يميلسك يك اسپايكموجب شل) 500 نانوآمپر بمدت 5تا1(نندهكزه  يپرپلاريه

rebound  ـگرد) يميلـس كنگـر   ير(نترل  كط  ي در شرا  افـزودن). B و   A(دي

 ـ همچنان با تزر   يميلسكنگر  ي به ر  B-نيسكاور  ـپرپلاري ه يانهـا يق جر ي زهي

  ).C( گردنديظاهر مي ميلسك ي هايكننده اسپاك
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، ]17[همانطور كه در بافتهاي تحريك پذير نشان داده شـده         

هـاي يـوني      هاي عمل حاصل جريـان عبـوري از كانـال           پتانسيل

مرحلـه دپلاريزاسـيون پتانـسيل عمـل     . وابسته به ولتـاژ هـستند     

يا كلـسيمي  / اي وابسته به ولتاژ سديمي و ه حاصل فعاليت كانال  

در حاليكه طول مدت و سرعت مرحله رپلاريزاسـيون         ،  ]23[است

/ هـاي سـديمي       پتانسيل عمل توسـط غيـر فعـال شـدن كانـال           

كلسيمي و فعال شدن گروهي از جريانات پتاسيمي رو بـه خـارج             

 .]31[گردد تعيين مي

تـوان    ميشكل موج پتانسيل عمل و نيز فركانس اسپايك را          

هاي جريانات كلـسيمي وابـسته بـه ولتـاژ و يـا از         با تغيير ويژگي  

به نظر  . ]11[ر داد طريق جريانات پتاسيمي وابسته به كلسيم تغيي      

رسد كه بـراي حفـظ و ايجـاد فعاليـت خودبخـودي و مكـرر                  مي

در . باشـند   نورون، جريانات كلسيمي وابسته به ولتاژ ضروري مـي        

اي عمل همراه با افزايش غلظت داخل       ه  اكثر نورون ها، پتانسيل   

از +Ca2باشــند كــه از طريــق ورود  ســلولي يــون كلــسيم مــي

بنـابراين،  . گيـرد   هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ صورت مـي         كانال

ورود يون كلسيم در خلال وقوع پتانسيل عمل بـه عنـوان يـك              

. فاكتور كليدي در تعيين طول مدت پتانسيل عمـل اهميـت دارد           

ظت يون كلسيم داخل سلولي، مسؤل شروع طيـف         افزايش در غل  

هـاي    وسيعي از فرآيندهاي سلولي از جمله فعـال نمـودن كانـال           

)  هاي پتاسيمي روبه خارج وابسته بـه كلـسيم          نظير كانال (يوني  

است كه نقش مهمي را در تعيين فركانس شليك پتانسيل عمـل          

جـة  خروج يون پتاسيم در نتي    . ]12[نمايد   ايفاء مي  AHPو دامنه   

هاي پتاسيمي روبه خارج منجر بـه رپلاريزاسـيون و     فعاليت كانال 

. شـود   هاي عصبي مـي     يا هيپرپلاريزاسيون پتانسيل غشاي سلول    

هاي پتاسيمي داراي نقش مهمـي در تثبيـت           در نورون ها، كانال   

پتانسيل استراحت غـشاء، طـول مـدت پتانـسيل عمـل، تنظـيم              

تباط سيناپتيك بين   تحريك پذيري و نيز كنترل شدت و قدرت ار        

در بي مهرگان از جمله حلزون نيز طيـف وسـيعي   . ها است  نورون

هـاي    از جملـه كانـال    . ]4،18،26،39[ هاي يـوني وجـود      از كانال 

 و تطـابق فركـانس      AHPپتاسيمي وابسته به ولتاژ كه در ايجاد        

  .]8[ كند شليك نقش مهمي ايفاء مي

حلـزون در   دربسياري از نورونها از جملـه سـلولهاي عـصبي           

صورتي كه جريانات پتاسيمي روبه خـارج وابـسته بـه ولتـاژ كـه               

شــوند توســط مهــار  باعــث رپلاريزاســيون پتانــسيل عمــل مــي

هاي پتاسيمي مهار گردند، حتي در غيـاب يـون سـديم در               كننده

تواند منجـر     محلول خارج سلولي، ورود يون كلسيم به تنهايي مي        

مشخصه آن وجود كفه به شليك اسپايك كلسيمي گردد كه وجه    

مـوج پتانـسيل عمـل نـورون        در شكل   ) shoulder(و نيز شانه    

تترا ايتل آمونيوم با مهـار جريـان پتاسـيمي يكـسوساز            . باشد  مي

هـاي   نـال  از كايوجريان عبـور ) delayed rectifier(تاخيري 

 و از   AHP باعـث مهـار      BKپتاسيمي وابسته به كلسيم از نـوع      

در . گـردد  حريك پذيري سلول مـي    اين طريق منجر به افزايش ت     

 ، مهار كننده انتخابي كانال پتاسـيمي نـوع سـريع          AP-4حاليكه  

بـر   كفـه  ادج ـتانس كلـسيم و اپ اكرا در افزايش كنـد صلي  نقش ا 

هـاي    با حـضور مهـار كننـده      بدين ترتيب،    ]8،20،23[عهده دارد 

هاي پتاسيمي و سديمي، اسپايكهاي كلـسيمي قابـل ثبـت             كانال

رايط هـر عـاملي كـه باعـث تغييـر شـكل مـوج              در اين ش  . است

به عبارتي باعث افزايش يا كـاهش دامنـه، طـول            اسپايك گردد 

موجــب تــاثير بــر   گــرددAHPمــدت و يــا تغييــر خــصوصيات 

  .گردد كلسيمي يا پتاسيمي وابسته به كلسيم ميهاي  نالكا

رفتـار   برB -در تحقيق حاضر براي اولين بار تاثير اوركـسين 

نشان داده شده   در يك مدل كلسيمي     اي حلزون    نورنه الكتريكي

    .است

 قبل و بعدي نورون حلزون باغي خودبخوديكيتركت ال يثبت فعال  -5ل  كش

يكون شـل  يوباسكپس از ان  . PTXي  نگر محتو يون در محلول ر   يوباسكاز ان 

يناپـس ي س يلهاي متوقـف و پتانـس     ي خودبخود يميلسك يك اسپا يودخودبخ

 .ديظاهر گرد) IPSPs (يمهار
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 و سم سـياه سـرفه بـر خـصوصيات الكتروفيزيولوژيـك             B-اثر اوركسين  -6شكل

 بـر روي دامنـه      B-مقايـسه اثـر اوركـسين     ) A. اسپايك هاي كلسيمي خودبخودي   

اسپايك كلسيمي ثبت شده در رينگر كلـسيمي و پـس از انكوباسـيون گـانگليون در                 

تحت هر شرايط، دامنه پتانسيل عمل      )  نانو مول  PTX) 100محتوي  محلول رينگر   

كلسيمي به طور وابسته به زمان كاهش يافت لكـن ايـن كـاهش در شـرايط رينگـر          

مقايـسه  ) 01/0p< .(B و >05/0p. ( از نظر آمار معني دار بود PTXكلسيمي فاقد   

  بر طـول مـدت اسـپايك كلـسيمي ثبـت شـده در محلـول رينگـر                  B-اثر اوركسين 

 بويژه در محلـول رينگـر       B-اوركسين. PTXكلسيمي و پس از انكوباسيون توسط       

 موجب تغيير وابسته به زمان و معني دار طول مـدت اسـپايك              PTXكلسيمي فاقد   

 دقيقه پس از پروفيوژن سلول توسـط رينگـر كلـسيمي محتـوي              15 و   10كلسيمي،  

 سلولها در محلول  پس از انكوباسيون  B-لكن افزودن اوركسين  .  گرديد B-اوركسين

.  تاثير معني داري بر روي طول مدت پتانـسيل عمـل نداشـت     PTXرينگر محتوي   

C ـ مقايسه اثر اوركسين -B بر دامنه AHP  اسپايك كلسيمي در شرايط كنتـرل و 

 موجـب   B-افـزودن اوركـسين   . PTXپس از انكوباسيون با محلول رينگر محتوي        

در .  گرديـد  AHPدامنه  ) >001/0p(زايش معني دار    و سپس اف  ) >05/0p(كاهش  

 افـزايش   PTX ثبت شده پس از انكوباسـيون بـا محلـول محتـوي              AHPحاليكه  

 . يافت) >001/0p(معني داري

 توسـط دو جريـان      پتانسيل عمـل  در سلولهاي عصبي دامنه     

شـود كـه در بررسـي     روبه داخل سديمي و كلسيمي كنتـرل مـي        

 در محلـول خـارج سـلولي نقـش     +Naحاضر بدليل عدم حضور   

 پتانـسيل   بنابر اين، كـاهش دامنـه     . نمايد  ايفا مي +Ca2اصلي را   

 ميتوانـد ناشـي از مهـار كانالهـاي          B - در حضور اوركسين   عمل

س پاز طرف ديگر در اين تحقيق       . كلسيمي وابسته به ولتاژ باشد    

 كـه توسـط     طول مـدت پتانـسيل عمـل       B -از كاربرد اوركسين  

در اينجـا جريـان روبـه داخـل         (لاريـزان   پانات د بالانس بين جري  

 جريانـات روبـه خـارج       "در اينجا عمـدتا     (لاريزانپو ر ) كلسيمي

اين اثر . شود ؛ كاهش يافت    تعيين مي ) پتاسيمي وابسته به كلسيم   

ميتواند ناشي از مهار فعاليت كانالهاي روبه داخل كلـسيمي و يـا             

.  باشـد  ه به كلـسيم    پتاسيمي وابست  افزايش فعاليت كانالهاي روبه   

همچنين تغيير الگوي شليك ازتونيـك بـه شـليكهاي مـنظم بـا           

تيـد  پپ، بيـانگر تـاثير نورو     B -فركانس بالاتر در حضور اوركسين    

 پتاسيمي وابسته به كلـسيم     كلسيمي و    كانالهايمذكور بر فعاليت    

بطوريكه كاهش جريان روبه داخل كلسيمي ميتواند موجب        . است

گردد و ) Interspike interval  (يكهااپكاهش فواصل بين اس

  در همچنـين .  شـود  اسپايك كلسيمي متعاقب آن افزايش شليك     

  موجب بروز دپلازيراسيونB- بررسي در اكثر موارد اوركسين اين

 و ايـن اثرشـايد خـود بتوانـد باعـث افـزايش              نورنها گرديـد  غشا  

از طـرف ديگـر نقـش افـزايش         .  گـردد  اسپايكفركانس شليك   

 و متعاقـب   پتاسيمي وابسته به كلسيملهاي روبه خارج فعاليت كانا 

 را نيــز  كلــسيميهاي اســپايك ســريعترپلازيراســيونآن وقــوع ر

  .نميتوان رد كرد

 نـشان   در تحقيقات انجام شده بر روي نورنهـاي پـستانداران         

 ريزاسـيون غـشا و  لاپودين اغلب موجب بروز س اوركداده شده كه 

ــك   ــزايش تحري ــذيرياف ــوار  وپ ــا در م ــب   تنه ــاص موج د خ

اخيـراً   .گـردد   پذيري مي  و كاهش تحريك     هيپرپلاريزسيون غشا 

تاثير هيپرپلاريزه كننده اوركسين بر روي نورونهاي پيـاز بويـايي           

نتـايج مطالعـه    . ]3،14[در موش صحرايي نشان داده شده اسـت       

 داراي اثـر دوگانـه بـر دامنـه          B-اوركـسين حاضر نشان داد كه     

AHP كاهش اوليه   .  استAHP   افزايش ثانويه آن ميتواند به      و

ترتيب ناشي از افزايش گراديـان الكتروشـيميايي در جهـت ورود            
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Ca2+    باشد پتاسيميبداخل سلول و ماسك جريانات روبه خارج 

 پتاسيمي وابـسته    و آنگاه افزايش كنداكتانس كانالهاي روبه خارج      

  . باشدبه كلسيم

طريـق   احتمـالاً از     B-اوركسين،  حلزوندر سلولهاي عصبي    

 تمايـل اتـصال بـه       B-اوركـسين  (OX-2هـاي     تاثير بر گيرنده  

 نـشان  -1OX  برابـر بيـشتر از  10 را حـدود  OX-2هاي  گيرنده

 باعث تغيير تحريـك پـذيري و شـكل مـوج اسـپايك              )دهند  مي

 از طريق   B-و حداقل بخشي از اثرات اوركسين     د  گردميكلسيمي  

 Gنهـاي  يوتئپرل بـه  پهاي كو گيرنده وابسته به  سيگنالينگمسير

 اســيونبگيــرد چــرا كــه انكو صــورت مــي)  Gi/Go  (مهــاري

 موجب  PTX درمحلول رينگركلسيمي محتوي   سلولهاي عصبي 

 اوركسين بر تحرك پذيري پايه سـلول        افزايشيجلوگيري از تاثير  

حلـزون  AHP  بر دامنهB -اوركسين و مهار اثر كاهشي عصبي

بااينحـال  . ده نشد  در حاليكه بر اثر افزايشي آن تغييري دي        گرديد

اسـپايك   بر دامنه و طول مـدت      B -اوركسينهنوز تاثير مهاري    

 ديده ميشود؛ هرجند اين اثرات از نظر آماري معنـي دار             كلسيمي

 B -اوركـسين رسد كه بخشي از اثرات       بنابر اين به نظر مي    . نبود

 واسطه ميگردد در حاليكه بخشي       مهاري Gنهاي  يپروتئاز طريق   

ــه از آن غيــر حــساس  در . باشــد  مــي مهــاريGنهــاي يپروتئب

 در سـلولهاي     مهـاري  G نهـاي يپروتئتحقيقاتي كه بر روي نقش      

 انجام شده است؛ افزايش كنداكتانس روبـه خـارج          حلزونعصبي  

 گـزارش گرديـده     PTXس از انكوباسيون نورونها بـا       پ پتاسيمي

از طرفي مهار فعاليـت خودبخـودي سـلولهاي تيمـار           . ]20[است

 قرار گيرند نشان    اوركسينقبل از اينكه در معرض       PTXشده با   

نسيلهاي عمل  پتادهنده حساسيت جريانات يوني دخيل در ايجاد        

 نتوانست فعاليت خودبخـودي را     B-اوركسينخودبخودي است و    

  .القا نمايد

با توجه به تغيير طول مدت و دامنه اسپايك كلـسيمي و نيـز            

اضـر بـراي   ، نتـايج بررسـي ح     B- توسط اوركـسين   AHPدامنه  

حلزون و  هاي    نوهاي اوركسين را در نور       حضور گيرنده  ،اولين بار 

نقش تعديلي آن بر پتانـسيل اسـتراحت غـشا و نيـز ويژگيهـاي               

الكتروفيريولوژيك اسـپايك كلـسيمي كـه مـرتبط بـا كانالهـاي             

كلسيمي رو به داخل و پتاسيمي بويژه پتاسيمي وابسته به كلسيم           

هاي اوركـسين را      ميت حضور گيرنده  اين امر اه  . دهد  را نشان مي  

يك حـضور  وژ لكن اهميت فيريول .شود  در طول تكامل ياد آور مي     

يك در بي مهرگان نياز به تحقيق بيشتر بويژه         رژنيتم اوركس سسي

بـر  ها  چرا كه بررسي.  داردin vivoگيري ثبت در شرايط  با بكار

 ـ         در  رژيكتم اوركـسين  سروي مهره داران نشان داده است كه سي

ــوارش د ــتگاه گ ــ، ]24[س ــي    سسي ــي ـ عروق ، در ]28[تم قلب

 ـ حافظــه و  ]15،7،10[، تغذيـه، خــواب و بيـداري  ]30[مثــل دتولي

 لكـن   نمايـد    نقش مهمي ايفا مـي     ]36،6[ و در درد   ]1[يادگيري

  .نقش آن در بي مهرگان هنوز مشخص نيست
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