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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Human embryonic stem cells (hESCs) are pluripotent cells that can proliferate and differentiate to 

many cell types. Their electrophysiological properties have not yet been chracterzed. In this study, the passive 

properties (such as resting membrane potential, input resistance and capacitance) and the contribution of delayed 

rectifier K+ channel currents to the membrane conductance of hESCs was investigated.

Methods: hESC (Royan H6 line) was used in this study. Cells were cultured with feeder free culture method. To 

study the electrophysiological properties of these cells, we used whole cell patch clamp technique in a voltage clamp 

mode. Ionic currents were recorded by stimulating the cells with depolarizing steps from -90 mV to +50 mV. For 

pharmacological determination of these currents, potassium channel blockers such as tetraethyl ammonium (TEA; a 

delayed rectifier K+ channel blocker) and 4-aminopyridine (4-AP; as an A-type K+ channel blocker) were used.

Results: The resting membrane potential of hESCs was -8.66  ± 0.87 mV, the input resistance was 11.943 ± 0.23 MΩ 

and the membrane capacitance was 1.46 ± 0.55 nF. In voltage clamp experiments, some outward currents were recorded 

in hESCs that were progressively increased with positive voltages. These outward currents were inhibited by TEA but 

not 4-AP. These channels did not show inactivation and their current were recorded from -60 mV. The mean 

conductance of these channels was 11.81 ± 0.45 pS at -60 mV and 141.4 ± 10.97 pS at +50 mV.  There were no inward 

currents in hESCc.

Conclusion: These data show that hESCs have special electrophysiological properties. There are voltage dependent 

delayed rectifier K+ currents in these cells that are sensitive to TEA but not 4-AP.
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وجود جریان هاي پتاسیمی اصلاح کننده تاخیري در غشا سلول هاي بنیادي 

جنینی انسان

   *2و3دبهارون ، حسین2و3ابراهیم شهبازي، *1، سید جواد میر نجفی زاده 1سحر کیانی

   گروه فیزیولوژي، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران.1

  پژوهشگاه رویان، پژوهشکده زیست شناسی و فن آوري سلولهاي بنیادي، گروه سلولهاي بنیادي و زیست شناسی تکوین، تهران. 2

دانشگاه علم و فرهنگ، تهران ،گروه زیست شناسی تکوین. 3

  89 تیر 28: پذیرش    89 اردیبهشت 31: دریافت
  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

  چکیده

بسـیاري از ویژگیهـاي ایـن     .باشـند  سلولهاي بنیادي جنینی انسان سلولهاي پرتوانی هستند که توان تکثیر و تمایز به سایر رده هاي سلولی را دارا می :مقدمه

در این مطالعه ویژگیهاي پاسیو غشا و نیز جریـان هـاي پتاسـیمی رو بـه خـارج      . ولها، از جمله خصوصیات الکتروفیزیولوژیک آنها هنوز ناشناخته باقی مانده استسل

    .مورد بررسی قرار گرفت

ژگیهاي الکتروفیزیولوژیک ایـن سـلول هـا از تکنیـک     به منظور بررسی وی .مورد مطالعه قرار گرفت )Royan H6(بنیادي جنینی انسان  رده سلولهاي :ها روش

Whole cell patch clamp  بـراي بررسـی فارماکولوژیـک    . میلـی ولـت ثبـت شـدند    + 50تا  -90استفاده شد و جریان هاي یونی با دپلاریزه کردن سلول از ولتاژ

  .اي مهار کانالهاي پتاسیمی به کار برده شدندبر آمینوپیریدین-4و  داروهاي تترااتیل آمونیوم کلرایدیونی ثبت شده  جریان هاي

فـاراد مـی   نـانو   46/1 ±55/0 و ظرفیت خـازنی  مگااهم 94/11 ± 23/0میلی ولت،  مقاومت غشا  -66/8 ± 87/0پتانسیل استراحت در این سلول ها  :ها یافته

کانالهـاي وابسـته بـه ولتـاژ     . ثبت تر شدن ولتاژ، انـدازه آنهـا افـزایش یافـت    با استفاده از روش کلمپ ولتاژي جریانهاي یونی رو به خارجی ثبت شدند که با م .باشد

آمینوپیریـدین  -4در این سلولها وجود دارند و توسط تتـرا اتیـل آمونیـوم نیـز مهـار شـدند در حـالی کـه در حضـور           delayed rectifier (IKDr)پتاسیمی به ویژه 

میلی ولـت شـروع مـی     -60بوده و جریان رو به خارج از طریق آنها در ولتاژ  inactivationها فاقد خصوصیت این کانال. جریانهاي پتاسیمی رو به خارج مهار نشدند

 40/141±97/10میلی ولـت  = 50پیکوزیمنس و در ولتاژ  81/11±45/0میلی ولت برابر با   -60این کانال ها در ولتاژ ) conductance(میانگین میزان هدایت . شد

     .ی در این سلولها ثبت نگردیدنه جریان رو به داخلهیچگو. پیکوزیمنس بود

در ایـن سـلولها جریانهـاي     .این نتایج پیشنهاد می کند که ویژگیهاي الکتروفیزیولوژیک سلولهاي بنیادي جنینی کاملا منحصر به فرد مـی باشـد   :گیري نتیجه

-4کـه حسـاس بـه     Aابـل ثبـت اسـت در حـالی کـه جریانهـاي پتاسـیمی نـوع         که حساس به تترااتیل آمونیـوم هسـتند ق   delayed rectifier (IKDr)پتاسیمی 

  .آمینوپیریدین می باشند، در این سلولها ثبت نشدند
  

   سلول هاي بنیادي جنینی انسان، الکتروفیزیولوژي، خصوصیات پاسیو، کانال پتاسیمی اصلاح کننده تاخیري :هاي کلیدي واژه
 

 

  مقدمه

رحلـه بلاستوسیسـت جنـین    سلولهاي بنیـادي جنینـی از م  

بدست می آیند و توانایی تبدیل شـدن بـه انـواع سـلولها را دارا     

توانـایی سـلولهاي بنیـادي جنینـی در تکثیـر و تمـایز،       . هستند

موجب شده تا به عنوان مـدلی بـراي مطالعـه مراحـل تکـوین      

جنینی و نیز به عنوان کاندیدایی براي سـلول درمـانی بـه ایـن     

همچنین با آزمایشـهاي بسـیار، تـوان    . سلولها توجه خاص شود
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تمایزي این سلولها نیز مورد بررسی قرار گرفته اسـت، از جملـه   

. پتانسیلهاي آنها توان تمایز به سلولهاي تحریک پذیر می باشد

مطالعات نشان دادنـد کـه ویژگیهـاي الکتروفیزیولوژیـک غشـا      

سلولهاي تحریک پذیر از جمله سلولهاي عصبی و قلبی در طی 

در مراحل اولیه تکامل ]. 7-3[ند تکوین دچار تغییر می گردد رو

در سلولهاي بطنی حـدود  )  RMP(قلب پتانسیل استراحت غشا 

میلی ولت بـوده و بتـدریج بـا پیشـرفت مراحـل       – 40تا  -50

منفی تر شده و در اواخر دوره جنینـی   RMPتکامل عضله قلب 

حـل اولیـه   در مرا. میلی ولـت خواهـد رسـید     - 80تا   -75به 

تکامل این سلولها نفوذپذیري غشاء به کایتونها کمتر است چون 

کانالهاي نشتی کافی براي انتقال یونها وجود نـدارد و بنـابراین   

مقاومت غشا در برابر عبور یونها زیاد اسـت بـه تـدریج در طـی     

روند تکامل تغییرات ایجاد شده در تعداد و نوع کانالهاي موجـود  

نفوذ پذیري و به دنبال آن کاهش مقاومت  در غشا موجب تغییر

  افـزایش  ) کنـداکتانس (غشا خواهد شد و قابلیت هـدایت یـونی   

در طی روند تکامل جریان هاي پتاسیمی حسـاس   .]2[می یابد 

به ولتاژ نیـز دسـتخوش تغییـر مـی شـوند و تـراکم کانالهـاي        

نیز افـزایش خواهـد    KDrپتاسیمی از جمله کانالهاي پتاسیمی 

م شده در زمینه تکوین سیستم عصـبی  مطالعات انجا]. 2[یافت 

نیز حاکی از ایجاد تغییرات در بیان و عملکـرد کانالهـاي یـونی    

  ].2،9[وابسته به ولتاژ می باشد 

در بعضی موجودات مانند موش و دوزیستان چگونگی بیـان  

. کانالهاي یونی در اووسـیت مـورد بررسـی قـرار گرفتـه اسـت      

ابسـته بـه ولتـاژ و در    کانالهاي کلسیمی و کانالهاي پتاسـیمی و 

بعضی موارد کانالهاي کلري در اغلب اووسیت هاي نابالغ گونـه  

 Starدر اووسـیت  .]10، 9[هاي  فوق الذکر گزارش شـده انـد   

Fish ــز در مر ــیمی  نی ــاي پتاس ــوغ کاناله ــه بل ــز  KDrحل و نی

مشاهده شده اند مهمترین تغییري که  Aکانالهاي پتاسیمی نوع 

رخ مـی دهـد کـاهش کانالهـاي     Star Fishدر طی روند بلـوغ 

می باشـد بـه عبـارت دیگـر در محـدوده ولتـاژ        KDrپتاسیمی 

     تا صـفر میلـی ولـت جریانـات پتاسـیمی کـاهش        -70غشایی 

اهش جریانات پتاسیمی در واقـع مقـاوت در برابـر    می یابند با ک

در اووسـیت قورباغـه نیـز    . عبور یونهـا افـزایش خواهـد یافـت    

ــه خــارج پتاســیمی گــزارش شــده اســت   . ]14[جریانهــاي روب

مطالعات انجام شده بر روي اووسیت همستر و موش هیچگونـه  

بنابراین قبـل  . کانال سدیمی را در این سلولها گزارش نکرده اند

از آغاز مرحله تکامل جنین اووسیت داراي چندین نوع کانالهاي 

ن جمله کانالهاي سدیم، کلسیم و پتاسیم را مـی  یونی است از آ

  . ]14[توان نام برد که در چندین گونه جانوري گزارش شدند 

همانطور که اشاره شد، سلولهاي بنیادي جنینـی کاندیـداي   

بسیار خـوبی بـراي درمـان سـلولی محسـوب مـی شـوند، امـا         

خصوصیات الکتروفیزیولوژیک آنها هنوز به خوبی شناخته نشده 

مطالعات نشان می دهند که سلولهاي بنیـادي جنینـی در   . است

تمایز سلولی چندین نوع کانال یونی ویـژه   هر مرحله از تکثیر و

استفاده از مهارکننده هاي کانـال هـاي یـونی    . را بیان می کنند

آمینوپیریدین و آیبریوتوکسـین تکثیـر   -4مانند تترااتیل آمونیوم، 

سلول هاي بنیادي جنینی انسانی و موشی را به روش وابسته به 

ین بـه نظـر میرسـد    بنـابرا . ]15، 13[غلظت کاهش مـی دهـد   

کانالهاي یونی در تکثیر و تمایز سلولهاي بنیادي جنینـی نقـش   

مؤثري دارند و شناخت نوع و عملکرد آنها اطلاعات مهمی را در 

با توجه بـه اهمیـت   . مورد سلولهاي بنیادي به دست خواهد داد

شناخت ویژگی الکتروفیزیولوژیک سلولهاي بنیادي جنینی و پی 

رد آنها، در این مطالعه ویژگیها در سلولهاي بردن به نحوه عملک

   .بنیادي جنینی انسان مورد بررسی قرار گرفت

   

مواد و روشها

در ایـن  ) Royan H6(رده سلولهاي بنیادي جنینی انسـان  

 Feederاین سلولها به صورت . مطالعه مورد استفاده قرار گرفت

free  ترکیب محیط کشت سلولهاي ). 1شکل (کشت داده شدند

شـرکت گیبکـو   ( DMEM/F12بنیادي جنینی شـامل محـیط   

ــا  ) 020-21331 ــراه ب ــد 20هم  knock-out serumدرص

replacement ) 2(،ال گلوتـامین  ) 10828-028شرکت گیبکو 

،  بتـا مرکاپتواتـانول   )شرکت گیبکو 25030 -024: میلی مولار

، اسید آمینه هاي )شرکت سیگما   M-7522: میلی مولار 1/0(

، پنـی  )11140-035شـرکت گیبکـو   ( یک درصـد  غیر ضروري

100(، استرپتومایسـین  )واحد در هـر میلـی لیتـر    100(سیلین 

mg/ml  انسـولین، ترانسـفرین و   )15070-063شرکت گیبکو ،

و فــاکتور رشــد ) 41400-045 شــرکت گیبکــو ITS( ســلنیت 

). F0291 شـرکت سـیگما   bFGF 100 ng/ml(فیبروبلاسـتی  

 95درصـد دي اکسـید کـربن و     5وي سلولها در انکوبـاتور حـا  

درصد رطوبت نگهداري شده و هر هفت روز یکبـار پاسـاژ داده   
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براي پاساژ سلولهاي بنیادي جنینی ابتدا بـا سـالین بـافر    . شدند

شستشو داده شـده  ) 17105-072شرکت گیبکو  PBS(فسفات 

، کلاژنـاز نـوع چهـار    DMEM/F12و سپس در محیط حاوي 

)0.5 mg/ml  1(، دیسپاز )17104-019شرکت گیبکو mg/ml 

1(و یا فقط کلاژنـاز نـوع چهـار    ) 17105-041شرکت گیبکو 

mg/ml ( درجـه سـانتیگراد    37دقیقـه در دمـاي    7-5به مدت

هنگامی که کلونیهـا از کـف ظـرف جـدا شـدند،      . اینکوبه شدند

آنزیم از محیط حذف شده و سلولها با سالین بافر فسفات شسته 

آرامی توسط پیپت جمع آوري شده و به  سپس سلولها به. شدند

منتقـل  ) E1270شرکت سـیگما  (پلیت پوشیده شده با ماتریژل 

می شدند و در روزهاي دیگر فقط محیط کشت سلولها تعـویض  

  .]4[می شد 

ــاي      ــی ویژگیهـ ــور بررسـ ــه منظـ ــه بـ ــن مطالعـ در ایـ

الکتروفیزیولوژیک سلولهاي بنیـادي جنینـی انسـان از تکنیـک     

Whole cell patch clamp   سـلولهاي بنیـادي   . استفاده شـد

جنینی کشت داده شده بر روي کاور اسـلیپ، در روز هفـتم بـه    

ثبت سلولی با استفاده از روش کلمپ . محفظه ثبت منتقل شدند

  .. درجه سانتیگراد انجام گردید 25ولتاژي و در دماي اتاق 

ده از مگـااهم بـا اسـتفا    5 -3الکترود شیشه اي با مقاومـت  

سـیگنال  . تهیه گردید) Sutter P-97(دستگاه میکروپیپت پولر 

شـرکت آکسـون   ( MultiClamp 700Bها توسط آمپلی فـایر  

  Digidata 1440تقویت شده و توسط دسـتگاه مبـدل   ) آمریکا

داده هـا بـا   . به کامپیوتر منتقـل شـدند  ) شرکت آکسون آمریکا(

وســط  ثبــت شــده و ت  pClamp10اســتفاده از نــرم افــزار   

Clampfit 10  نــرم افزارهــا محصــول شــرکت (آنــالیز شــدند

  ). آکسون آمریکا

بر حسب میلی (ترکیبات محلول خارج سلولی عبارت بود از 

 NaCl, 4.5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2 140):مـولار 

10HEPES   10و D-Glucose  وpH   محلول  با استفاده از

NaOH  ولاریته همچنــین اســم. تنظــیم گردیــد 4/7در حــدود

محلـول داخـل پیپـت نیـز     . میلی اسمول حفظ شد 300محلول 

KCl, 2 CaCl2, 1 140) بـر حسـب میلـی مـولار    (شـامل  

  . 40بزرگنمایی )Dو  20بزرگنمایی  )C، 10بزرگنمایی )B، 4بزرگنمایی  )Aانسان جنینیبنیاديسلولهايازنوريمیکروسکپتصویر -1شکل
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MgCl2 10HEPES  11و EGTA  بــود وpH  محلــول بــا

میلـی   300و اسمولاریته نیز حدود  2/7حدود  KOHاستفاده از 

در ایـن  ). WAPORبا استفاده از اسمومتر شرکت (اسمول بود 

عه براي مهار کانال هاي پتاسیمی نیز از داروهاي تترااتیـل  مطال

ــد   ــوم کلرای ــیگما   10(آمونی ــرکت س ــولار، ش ــی م -4و ) میل

داروها . استفاده شد) میلی مولار، شرکت سیگما 5(آمینوپیریدین 

در محلول خارج سلولی حـل شـده و توسـط سیسـتم پرفیـوژن      

در هـر  . به پلیت حـاوي سـلول منتقـل شـدند    ) ALAشرکت (

مرحله از آزمایش ابتدا خصوصیات پاسیو غشا از جمله پتانسـیل  

غشـا بـا   ) کاپاسـیتانس (استراحت، مقاومـت و ظرفیـت خـازنی    

  .اندازه گیري شد pClamp10استفاده از نرم افزار 

براي تعیین مقاومـت ابتـدا بـا اسـتفاده از کلمـپ جریـانی،       

آمپر  بـه  نانو  -1/0نانو آمپر تا  -5/0جریانهاي هیپرپلاریزان از 

سلول تزریق شده و تغییر ولتاژ غشا به دنبال تزریق جریان ثبت 

ولتاژ رسم شده و شـیب خـط    –می گردید، سپس نمودار جریان

  . حاصل، بیانگر میزان مقاومت سلول می باشد

براي ثبت جریان هاي یونی وابسته یه ولتاژ در سلول هـاي  

  -90ژ غشـا از  بنیادي جنینی، با استفاده از کلمپ ولتـاژي، ولتـا  

میلـی ثانیـه و بـا     500میلی ولت بـه مـدت   + 50میلی ولت تا 

میلی ولت کلمپ شده و پاسخ سلول در هـر   10فواصل ولتاژي 

لازم به ذکر است که بـراي انجـام   . کلمپ ولتاژي ثبت می شد

   میلـی ولـت نگهداشـته     -70کلمپ ولتاژي ابتدا ولتـاژ غشـا در   

  ز خصوصـیات پاسـیو غشـا    ظرفیت خازنی یکی دیگـر ا  .می شد

بـراي  . می باشد که در این مطالعه مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت    

، Clampfit 10محاسبه ظرفیت خازنی با استفاده از نرم افـزار   

براي ثبت هاي هر سـلول  ) Adjust Baseline(ابتدا خط پایه 

می شود و سپس با حذف بخش نشـت جریـان از هـر       تعیین 

مـی   Fit، ثبت مورد نظر )Leak Subtraction(یک از ثبت ها 

شود و مقادیر ظرفیت خازنی غشا به این روش توسط نرم افـزار  

نشـان داده   Mean±SEMداده هـا بصـورت    .تعیین می گردد

 oneمقایسه آماري قبل و بعد از تزریق داروها از آزمـون . شدند

way ANOVA  و آزمون متعاقبTukey test انجام گردید.  

ها یافته

ي بنیادي جنینی انسان در مرحله تمایز نیافتـه داراي  سلولها

ثابـت  . میلی ولت بودنـد  -66/8 ±87/0پتانسیل استراحت غشا 

 12/0±005/0زمانی این سـلولها در پتانسـیل اسـتراحت غشـا     

 ±55/0میلی ثانیه و ظرفیت خازنی غشا سلولی در همین ولتاژ  

. گردیـد  مگااهم محاسبه 94/11±23/0نانوفاراد و مقاوت  46/1

میلـی ثانیـه    154/0 ± 03/0ثابت زمانی غشا در این سلول ها 

  .می باشد

در سلولهاي بنیادي جنینی انسان جریانهاي رو به خـارج در  

پاسخ به کلمپ ولتاژي ثبت گردید کـه بـا افـزایش ولتـاژ غشـا      

دامنه جریانهاي روبه خارج به طور پیش رونده اي افزایش یافت 

ــاژ ( ــدازه ایــن جریــان  میلــی ولــت -10در ولت  88/3 ±11/0ان

  ).2شکل ()n=20نانوآمپر بود، 

به منظور تعیین نوع جریانهاي روبه خارج از مهارکننده هاي 

آمینوپیریـدین   -4کانالهاي پتاسیمی مانند تترااتیـل آمونیـوم و   

 10دامنه جریانهاي روبه خـارج در حضـور غلظـت    . استفاده شد

میلی  -40صوص در ولتاژهاي میلی مولار تترااتیل آمونیوم به خ

در ولتـاژ  (میلی ولت بطور معنـی داري کمتـر بـود    + 10ولت تا 

نـانوآمپر بـود،    75/2 ± 43/0میلی ولت اندازه این جریـان   -10

20=n  ،P<0.05 .( تترااتیل آمونیوم مهارکننده عمومی کانالهاي

بنابراین به نظر . می باشد  delayed rectifierپتاسیمی به ویژه

سد بخشی از جریانهاي روبه خارج در این سـلولها مربـوط   می ر

این . باشد delayed rectifier (IKDR)به کانالهاي پتاسیمی 

بـوده و در تمـام مـدت     inactivationکانالها فاقد خصوصـیت  

. جریان رو به خارج را نشان می دادند) میلی ثانیه 500(تحریک 

. ت شروع می شـود میلی ول -60این جریان رو به خارج از ولتاژ 

این کانال ها در ولتـاژ  ) conductance(میانگین میزان هدایت 

پیکـوزیمنس و در ولتـاژ    81/11±45/0میلی ولت برابر با   -60

جریانهـاي  . پیکوزیمنس بـود  40/141±97/10میلی ولت = 50

ــور      ــی در حض ــادي جنین ــه خــارج در ســلولهاي بنی -4رو ب

مهارکننـده اختصاصـی    آمینوپیریدین نیز ثبت شـدند، ایـن دارو  

تري در مقایسه با تترااتیل آمونیوم اسـت کـه بـویژه کانالهـاي     

میلی مولار این ماده  5غلظت . را مهار می کند Aپتاسیمی نوع 

نتوانست دامنـه جریانهـاي رو بـه خـارج را بطـور معنـی داري       

 ±18/0میلی ولت اندازه این جریـان   -10در ولتاژ (کاهش دهد 

با توجه به اثـر کشـنده ایـن دارو در    ). n=20،نانوآمپر بود 91/3

میلی مـولار   5غلظت هاي بالاتر در این مطالعه فقط از غلظت 

استفاده شد که هیچ گونه اثر سمیت بر سلولهاي مـورد مطالعـه   
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بنابراین تنهـا در حضـور تترااتیـل آمونیـوم دامنـه      . نداشته باشد

. نشان دادجریانهاي رو به خارج پتاسیمی کاهش معنی داري را 

هیچ گونه جریان رو به داخل سدیمی، کلسـیمی و پتاسـیمی از   

  این سلولها ثبت نگردید

  بحث

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که سـلولهاي بنیـادي   

. جنینی انسان داراي ویژگیهاي منحصر بـه فـردي مـی باشـند    

پتانسیل استراحت غشاي این سلولها بسیار مثبت تر از سلولهاي 

وده و همچنین مقاومت و ظرفیت خازنی آنهـا نسـبت بـه    بالغ ب

علت مثبت بودن پتانسـیل اسـتراحت   . سلولهاي بالغ کمتر است

با توجه به اینکه مهمتـرین  . غشا به درستی مشخص نمی باشد

عامل تعیین کننده پتانسیل استراحت، نفوذپذیري غشا بـه یـون   

ر ایـن  هاي مختلف است، بنابراین احتمالا کانال هـاي یـونی د  

  . سلول ها با سلول هاي بالغ متفاوت می باشد
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  E  D
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  ).p<0.05*،one way ANOVA(لعه ولتاژ در هر سه گروه مورد مطا –نمودار رابطه جریان ) C .Fو  A ،Bپروتوکل کلمپ ولتاژي مورد استفاده در ثبت هاي ) E. می دهد
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در این تحقیق، کانال هاي نشتی پتاسیمی و نیز پمپ سدیم 

پتاسیم که در ایجاد پتانسیل اسـتراحت غشـا و در حفـظ آن     –

نقش دارند، بررسی نشدند، لذا از آنجایی که پتانسیل اسـتراحت  

بـوده و  غشا در سلول هاي بنیادي جنینی  به صفر نزدیـک تـر   

نگاتیویته کمی دارد، احتمال می رود که این کانال ها در سلول 

ــند و    ــک باش ــرد فیزیولوژی ــد عملک ــی فاق ــادي جنین ــاي بنی        ه

نمی توانند پتانسیل اسـتراحت غشـا سـلول هـا را در محـدوده      

احتمـال  . پتانسیل نرنست براي یون هاي پتاسیمی تنظیم کننـد 

شـده در زمینـه تکـوین     دیگري که بر اساس مطالعـات انجـام  

سیستم عصبی می توانند مطرح باشد این است که آن چـه کـه   

 ـپتانسیل استراحت غشا را در سلول هاي بنیادي جنینـی تع  ین ی

می کند، گرادیان غلظتی و نفوذپذیري بـه یـون هـاي دیگـر از     

جمله یون کلراید باشد کـه در مراحـل ابتـدایی تکـوین جنینـی      

   .]1،3،6[این مطالعه بررسی نشد نقش بسیار مهمی دارد و در 

در این تحقیق از دیگر خصوصیات غیرفعال غشا، مقاومـت،  

سلول . ظرفیت خازنی و ثابت زمانی نیز مورد بررسی قرار گرفت

 12هاي بنیادي جنینی انسان سلول هایی هستند با قطر حـدود  

ر می رسد اندازه سـلول هـاي بنیـادي    میکرومتر، بنابراین به نظ

جنینی انسان دلیلی بـر بیشـتر بـودن ظرفیـت خـازنی غشـا در       

مقاومت غشا در سـلولهاي  . سلولهاي بنیادي جنینی انسان است

بنیادي جنینی با وجود اندازه سلول ها پایین است کـه بـه نظـر    

می رسد،  ناشی از کمتر بودن کانال هاي یونی وابسته به ولتـاژ  

  . ن سلول ها باشددر ای

با مثبت شدن ولتاژ غشا جریانهـاي رو بـه خـارجی در ایـن     

سلولها مشاهده شده که حساس به تترااتیل آمونیوم می باشـد و  

. باشـند  KDRبنابراین به نظر می رسد که کانالهـاي پتاسـیمی   

همانگونه که نتـایج نشـان داد، ایـن کانالهـا فاقـد خصوصـیت       

inactivation میلی ولت شروع می شود -60ژ بوده و از ولتا .  

دامنه جریانهاي روبـه خـارج پتاسـیمی در حضـور تترااتیـل      

ــوم از  ــه  88/3±113/0آمونی ــانوآمپر ب ــانوآمپر   75/2±43/0ن ن

آمینوپیریـدین  -4کاهش یافتـه اسـت در حـالی کـه در حضـور      

بنـابراین  . کاهش معنی داري در دامنه جریان مشـاهده نگردیـد  

سیمی رو به خارج حسـاس بـه تترااتیـل    بخشی از جریانهاي پتا

ــه   ــه حساســیتی ب ــد در حــالی کــه هــیچ گون ــوم بودن -4آمونی

. ندارنـد  Aآمینوپیریدین، مهار کننده جریانهـاي پتاسـیمی نـوع    

 hESCدر  Aبنابراین به نظر میرسد کانالهـاي پتاسـیمی نـوع    

وجود ندارند و یا در این مرحله از نظـر رونـد تکـاملی پـروتئین     

به پاسخ دهی به داروي مهارکننده نیسـتند و بخـش    کانال قادر

جریانهـاي   hESCاصلی جریانهـاي روبـه خـارج پتاسـیمی در     

IKDR احتمالا به همین دلیل است که مهار کننده .  می باشند

. بر تکثیر سلولهاي جنین انسانی اثر قویتري دارند IKDRهاي 

پیشــنهاد مــی کنــد کــه  hESCثبــت جریانهــاي پتاســیمی در 

لهاي پتاسیمی در حقیقت با اثر بر پتانسیل استراحت غشا بر کانا

تکثیر و چرخه سلولی موثر بوده و به عنـوان حلقـه رابطـه بـین     

براي آنکه . فرآیندهاي بیوشیمیایی و فیزیولوژي عمل می نماید

گردد لازمسـت   G1چرخه سلولی پیشرفت نموده و وارد مرحله 

ا خـروج پتاسـیم و   وارد عمل شده و ب KDRکانالهاي پتاسیمی 

هیپرپلاریــزه نمــودن پتانســیل غشــاء شــرایط لازم بــراي ایــن 

به همین دلیـل مهـار فارماکولوژیـک    . پیشرفت را فراهم نمایند

این کانالها منجر به مهار و توقف تکثیر سلولهاي بنیادي جنینی 

  .]15[ انسانی می گردد

ر ســال و همکــارانش د Wangدر مطالعــه اي کــه توســط 

ــی موشــی و  . ]15[ انجــام شــد 2005 ــادي جنین ســلولهاي بنی

ســـلولهاي بنیـــادي جنینـــی انســـانی  از نظـــر خصوصـــیات 

ژیک و بیان کانالهاي یـونی در طـی رونـد تمـایز      الکتروفیزیولو

در این مطالعه گزارش شد . خودبخودي با یکدیگر مقایسه شدند

در سـلولهاي   (IKDR)بـه خـارج    که جریانهـاي پتاسـیمی رو  

وجود دارد که به صورت وابسته  (mESC)بنیادي جنینی موش 

آمینوپیریـدین  -4و ) TEA(به غلظت توسط تترااتیـل آمونیـوم   

)4-AP ( مهار می گردد و نیز مشاهده شد که جریانهاي سدیمی

وجـود نـدارد همچنـین     mESCو کلسیمی وابسته به ولتـاژ در  

حفظ پتانسـیل اسـتراحت   به داخل که براي  جریان پتاسیمی رو

در سلولهاي بنیـادي  . گزارش نشد mESCغشاء ضروریست در 

مشـاهده   mESCکه در  KDRجنین انسان کانالهاي پتاسیمی 

البتـه میـزان جریانهـاي پتاسـیمی     . شده بود نیـز گـزارش شـد   

IKDR  در سلولهاي انسانی شش برابر بیشتر ازmESC   بـود و

رت وابسـته بـه   بـه صـو    mESC،TEAنیـز ماننـد    hESCدر 

جریـان   mESCدر . غلظت می تواند تکثیر سلولی را مهار کنـد 

  (Ih) کاتیونی روبه داخل که در ولتاژهاي منفی فعال می گـردد 

 گـزارش نشـد   hESCثبت گردید، در حالیکه چنین جریـانی در  

]15[ .  

Kawano گزارش کردند که در  2004و همکارانش در سال
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mESC  اصلی کلسیم ذخایر درون سلولی هسـتند  تامین کننده

ودر این مطالعه با استفاده از تکنیـک هـاي الکتروفیزیولـوژي و    

RT-PCR را  نتوانستند وجود کانالهاي کلسیمی وابسته به ولتاژ

به نظر می رسد شرایط آزمایش . ]16[ در این سلولها ثابت کنند

و نوع پاساژ سلولی مورد استفاده موجـب شـده تـا یافتـه هـاي      

 mESCبنابراین در مراحل اولیه کشـت  . متفاوتی گزارش گردد

می توان گفت که کانالهاي کلسیمی وابسته به ولتاژ وجود ندارد 

غلب مطالعات الکتروفیزیولژیک این موضـوع را تاییـد مـی    که ا

بتدریج در طی روند تمایز سلولی بیان این نوع کانالها آغـاز  . کند

شده و بر اساس شرایط محیط سلول و فاکتورهاي رشـد مـورد   

مطالعاتی . استفاده میزان و نوع کانالهاي موجود متغیر خواهد بود

پاساژ اول و دوم سـلولی   که از سلولهاي بنیادي جنینی موش در

استفاده نمودند هیچ گونـه جریـان یـونی کلسـیمی را گـزارش      

نکردند در حالی که مطالعـاتی کـه از پاسـاژ سـلولی چهـارم تـا       

را گـزارش    Tهشتم استفاده نمودند جریانهـاي کلسـیمی نـوع   

در این مطالعه هیچ گونه جریان روبه داخـل  . ]16،17[نموده اند 

بنابراین بـه نظـر مـی رسـد کانالهـاي      . ثبت نگردید hESCاز 

 Tبه ولتاژ سدیمی و کلسیمی از آن جمله کانالهاي نـوع   وابسته

در این سلولها فاقد عملکرد هستنددر این مرحلـه بـه نظـر     Lو 

  .بسیار حائز اهمیت است KDRمی رسد نقش کانالهاي پتاسیمی 

با خروج پتاسیم و هیپرپلاریـزه نمـودن    KDRکانالهاي پتاسیمی 

سلولی به مرحله  پتانسیل غشا شرایط لازم براي پیشرفت چرخه

G1 فراهم می کنند.

  سپاسگزاري

تحقیق حاضر تحـت حمایـت هـاي مـالی پژوهشـگاه رویـان و       

  .معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است
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