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

Abstract

Introduction: The magnocellular neurons (MCNs) of the supraoptic nucleus (SON) play a crucial role in control of 

physiological and pathophysiologiccal condition due to two peptides that they synthesize, i.e. Oxytocin (OXT) and 

Vasopressin (AVP). The activity of MCNs is regulated by a variety of excitatory and inhibitory inputs. Opioid receptors 

are one of the important receptors in SON synapses. The aim of the present study is to evaluate the effect of acute 

morphine application on SON synapses and AVP release in rats.

Methods: In this study, whole cell patch clamp recording of neurons in rat (70-100 g, 3–4 weeks old) brain slice 

preparations consisting of SON was used to investigate the effect acute of lowest effective dose of morphine (25µM) 

administration on spontaneous inhibitory and excitatory post synaptic currents (sIPSCs and sEPSCs) in MCNs. Also, 

AVP levels were measured in blood samples of rats using ELISA technique after the Morphine injection (30 mg/kg, ip).

Results: Bath application of morphine produced an increase in sEPSCs and a decrease in sIPSCs frequencies. 

Measurement of plasma AVP revealed an increase in hormone levels 45 min after systemic administration of morphine. 

P-values of less than 0.05 were considered statistically significant.

Conclusion: It is suggested that acute administration of morphine stimulates the MCNs and AVP secretion.
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افزایش فعالیت سیناپسی نورون هاي ماگنوسلولار هسته سوپرااپتیک و سطح 

پلاسمایی وازوپرسین در اثر تزریق حاد مورفین در رت هاي نر

  *1و2فرشته معتمدي ،1امیر محمد علیزاده، 1و2مهیار جان احمدي ،1ما نادرينی، 1و2و3میترا یوسف پور

  ، تهرانمرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی .1

  ، تهراندانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیگروه فیزیولوژي، دانشکده پزشکی، . 2

  ، تهرانارتش گروه فیزیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی. 3

  89آذر  2: پذیرش    89شهریور  15: دریافت
  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

  چکیده

ظیم شـرایط فیزیولوژیـک و یـا ایجـاد شـرایط      نورون هاي ماگنوسلولار هسته سوپرا اپتیک با تولید و ترشح دو پپتید اکسی توسین و وازوپرسین نقش مهمی را در تن :مقدمه

گیرنده هاي موجود در سیناپس هاي عصبی این هسـته،  یکی از. این نورون ها توسط ورودي هاي عصبی تحریکی و مهاري مختلفی تنظیم می گردند. پاتولوژیک بازي می نمایند

د مورفین بر فعالیت سیناپس هاي عصبی تحریکـی و مهـاري ایـن هسـته و همچنـین میـزان ترشـح        هدف از این مطالعه بررسی تاثیر تجویز حا. گیرنده هاي اپیوییدي می باشند

  .هورمون وازوپرسین در خون بوده است

سـی  بر جریانات سریع سیناپ )میکرو مولار 25( مورفین حداقل دوز موثر براي بررسی  اثرات تجویز حاد whole cell patch clampدر این مطالعه تکنیک ثبت  :ها روش

با استفاده از تکنیـک   علاوه بر آن. مورد استفاده قرار گرفت )گرم 70-100هفته، 4-3(رت هاي نر در برشهاي مغزي هسته سوپرااپتیک ) sEPSCو  sIPSC(تحریکی و مهاري

ELISA اندازه گیري شد )داخل صفاقی کیلوگرم،/ میلی گرم 30(بعد از تجویز حاد مورفین  سطح پلاسمایی وازوپرسین در نمونه هاي خون رت هاي نر.  

جریـان هـاي    و کاهش فرکـانس  )sEPSC( جریان هاي پس سیناپسی تحریکی خود به خودي تجویز مورفین بر نورون هاي ماگنوسلولار موجب افزایش فرکانس :ها یافته

معنی دار محسـوب   p>05/0نتایج با . پلاسمایی وازوپرسین گردیدهمچنین تجویز داخل صفاقی مورفین موجب افزایش سطح . شد )sIPSC( پس سیناپسی مهاري خود به خودي

    ..گردید

  .گرددمی افزایش ترشح وازوپرسین  متعاقب آن مورفین موجب تحریک نورونهاي هسته سوپرااپتیک و تجویز حاداین نتایج پیشنهاد می کنند که  :گیري نتیجه

  

یناپسی، وازوپرسینمورفین، انتقالات س ،هسته سوپرااپتیک :هاي کلیدي واژه
 

 

  ١مقدمه

توسـط   هسته سوپرااپتیک فعالیت نورون هاي ماگنو سلولار
  

  

  motamedi@ams.ac.ir         :             نویسندة مسئول مکاتبات *

  www.phypha.ir/ppj                                       :    وبگاه مجله 

ــیم     ــی تنظ ــاري مختلف ــی و مه ــبی تحریک ــاي عص        ورودي ه

عمده ترین ورودي مهاري و تحریکی بر این نورونهـا  . می گردد

از . ]17,18 ,3,4[ به ترتیب گاباارژیک و گلوتاماترژیک هسـتند 

میترهاي متعـددي کـارایی ایـن ورودي هـاي     طرفی نوروترانس ـ

مطالعات نشـان   .]12، 9[ تحریکی و مهاري را تنظیم می نمایند

داده اند که اپیوییدها در تنظیم فعالیت نورون هاي ماگنو سلولار 

  ١٣۴٧تأسیس  
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  .و ترشح وازوپرسین نقش مهمی بازي می نمایند

در پایانه هاي عصبی قابل توجه رسپتورهاي مو و کاپا  تعداد

مطالعـات  . ]16، 10[هاي هسته سـوپرااپتیک وجـود دارد  نورون 

نشان داده اند که اپیوییدها می توانند فعالیت نورون هاي مـاگنو  

در یـک مطالعـه تجـویز حـاد     . سلولار را تحت تاثیر قرار دهنـد 

) firing(آگونیست اختصاصی رسپتور کاپا موجب کاهش تخلیـه  

شی دیگـر  گزار. ]5[شده است SONخود به خودي نورون هاي 

بیان نموده که تجـویز حـاد آگونیسـت اختصاصـی رسـپتورهاي      

  sIPSCگشته اما اثري بر  sEPSCاپیوییدي مو موجب کاهش 

در مـورد اثـرات تجـویز مـورفین بـر فعالیـت       . ]8[نداشته اسـت 

ــاي  ــون  SONنورونه ــایی پیرام ــزارش ه ــرات گ ــت  تغیی فعالی

 د اسـت موجـو محتواي وازوپرسین در نورون هاي ماگنوسلولار و

برخی گزارش هـا بیـان کننـده افـزایش مشـخص در      . ]11، 2[

ســطح پلاســمایی وازوپرســین مــی باشــند، در حالیکــه برخــی  

  . ]20، 15، 14، 7، 6[هیچگونه افزایشی را نشان نداده اند

از آنجایی کـه تنظـیم ترشـح وازوپرسـین ممکـن اسـت در       

ایـن  کنترل شرایط فیزیولوژیک و پاتوفیزیولوژیک موثر باشد در 

مطالعه سعی شده تا اثرات تجویز حاد مورفین بر جریانـات پـس   

و  sIPSC(سیناپسی سریع تحریکی و مهاري خـود بـه خـودي    

sEPSC (     در نورون هاي مـاگنو سـلولار هسـته سـوپرااپتیک و

    .سطح پلاسمایی وازوپرسین در رت هاي نر بررسی گردد

   

مواد و روشها

Patch:الکتروفیزیولوژي clamp ین مطالعه از موشهاي در ا

. اسـتفاده شـده اسـت    )گـرم  70-100هفته، 4-3(صحرایی نر 

درجه سانتی گـراد و شـرایط اسـتاندارد     21-24موشها در دماي 

. ساعت روشنایی نگهداري شـدند  12ساعت تاریکی و  12نوري 

حیوانات ابتدا توسط اتر بیهوش شده و سر آنهـا توسـط گیـوتین    

سـرعت خـارج شـده و بـه داخـل      سپس مغز حیوان به . جدا شد

 87(سـدیم کلرایـد   کـه حـاوي   محلول تهیه برش هاي مغـزي  

، سـدیم هیـدروژن   )میلی مـول  5/2(، پتاسیم کلراید )میلی مول

، کلسیم )میلی مول 7(، منیزیم کلراید )میلی مول 25/1(فسفات 

، )میلـی مـول   25(، سـدیم بیکربنـات   )میلـی مـول   5/0(کلراید 

دماي آن در  و) میلی مول 75(سوکروز  و) میلی مول 25(گلوکز 

این محلـول پیوسـته   . منتقل گردید بوددرجه سانتیگراد  2حدود 

اکسـیژن  % 5و دي اکسـید کـربن   % 95توسط مخلوط اکسیژن 

توسط دستگاه میکروتوم برشهاي مغـزي بـه   . رسانی می گردید

میکرون که حاوي ناحیه سوپرااپتیک می باشد تهیه و  250قطر 

سـدیم  که حـاوي   ACSFساعت در محلول  1دت حداقل به م

، سـدیم  )میلـی مـول   3(، پتاسیم کلراید )میلی مول 124(کلراید 

میلـی   2(، منیـزیم سـولفات   )میلـی مـول   2(هیدروژن فسـفات  

میلـی   26(، سدیم بیکربنات )میلی مول 2(، کلسیم کلراید )مول

درجه سانتیگراد  34در دماي  بود )میلی مول 10(و گلوکز ) مول

ــر      ــت در زی ــه ثب ــک محفظ ــه ی ــپس ب ــده و س ــداري ش نگه

نـورون هـاي سـوپرااپتیک توسـط     . میکروسکوپ منتقل شـدند 

کـه   water immersionی ئمیکروسکوپ مجهز به عدسی شیِِ

متصل شده است مشاهده می ) IR(به یک دوربین مادون قرمز 

 AXOPATCH-200Bبا استفاده از آمپلـی فـایر مـدل    . شدند

 -70به ترتیب در  sIPSCو  sEPSCثبت  پتانسیل سلول براي

 whole cell patchدر این مطالعه تکنیک . کلامپ شد صفر و

clamp   به منظور بررسی فعالیت پس سیناپسی سـریع نـورون- 

پیپـت شیشـه اي از   .هاي سوپرااپتیک مورد استفاده قرار گرفـت 

، منیـزیم  )میلـی مـول   1/0(محلولی با ترکیـب کلسـیم کلرایـد    

 10( HEPES، )میلی مول 1/1( EGTA، )یلی مولم 2(کلراید 

 140(، پتاسـیم کلرایـد   )میلـی مـول   2( Na2ATP، )میلی مول

) میلی مـول  140(و یا سزیم کلراید ) sEPSCبراي ) (میلی مول

) Amplitude(فرکـانس و دامنـه   . پر می شـد )  sIPSCبراي (

جریان هاي خود به خودي پس سیناپسـی تحریکـی و مهـاري    

)sEPSC  وsIPSC (پس از دسترسی بـه  . اندازه گیري می شد

دقیقه ثبت پایـه گرفتـه شـده،     15-20نورون، از سلول به مدت 

در انتهاي هـر ثبـت   . سپس نورون در معرض داروها قرار گرفت

براي اطمینان از گاباارژیک بودن جریان هاي سیناپسی مهـاري  

ورد و در م ـ) Aآنتاگونیست گابا( میکرو مول  20از بی کوکولین 

ــاتی از    ــی گلوتامـ ــی تحریکـ ــات سیناپسـ  AP-5 )50جریانـ

کـــه بـــه ترتیـــب ) میکرومـــول 10( CNQXو ) میکرومـــول

هســتند   non-NMDAو  NMDAآنتاگونیســت رســپتورهاي 

تمام داروهـاي مـورد اسـتفاده از طریـق پرفیـوژن      . استفاده شد

ACSF مقاومت نوك پیپت . به بافت مغز و نورون ها می رسید

 10مگااهم بوده و بـراي ثبـت از فیلتـر     7-3اده هاي مورد استف

تحت این شرایط از ثبتهـایی کـه در آنهـا    . کیلوهرتز استفاده شد

تغییر نکـرده بـود بـراي آنـالیز     % 20دسترسی به سلول بیش از 
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  .   پاسخ استفاده شد

بــه منظــور ســنجش هورمــون آنتــی  : ســنجش هورمــونی

-100 ،ههفت ـ 4-3( دیورتیک در پلاسماي موش نر صـحرایی  

  : از روش زیر استفاده شد) گرم 70

از مصرف آب جلوگیري نمی (ساعت ناشتایی  4تا  3پس از 

به صورت داخل صفاقی تزریق شده ) mg/kg 30(، مورفین )شد

 

 

 
می شود اما بر آمپلـی تـود اثـري     sIPSCموجب کاهش فرکانس  )µm  25(تجویز مورفین) قبل و بعد از تجویز مورفین ، ب sIPSCنمونه هاي ثبت فرکانس ) الف -1شکل

در  n ،001/0 <p=  7(نورون هاي ماگنوسـلولار در طـی ثبـت،     sIPSCتغییرات فرکانس ) از تاثیر مورفین بر فرکانس جلوگیري می نماید، ج )µm  50(ندارد، تجویز نالوکسان 

.نشان داده شده است **و ***به ترتیب با  p>01/0و  p> 001/0در تمامی شکل ها  . می باشد SEM ±میانگین هر ستون بیانگر  )مقایسه با گروه کنترل
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دقیقه پس از تزریق مورفین سر حیوان جـدا شـده و    45و  15و 

به میزان حداقل نیم میلی لیتر خون تام در میکروتیوب اپندورف 

و آنتـی   EDTAضـد انعقـاد   مـاده  حـاوي   کهمیلی لیتري  5/1

بلافاصله . جمع آوري شد بودند PMSFپروتئازهاي آپروتینین و 

و کامل خون تام با مـواد مـذکور،     پس از مخلوط نمودن آهسته

 10دور در دقیقه به مدت  3500(پلاسما به کمک سانتري فیوژ 

سـماي مـذکور   پلا. جدا شـد ) درجه سانتیگراد 4 دماي دقیقه در

میکرولیتـري تقسـیم    250میکروتیـوب   2پس از جداسـازي در  

درجه سانتیگراد تا زمـان   -80نمونه هاي تقسیم شده در . گردید

میزان هورمون پلاسما با اسـتفاده  . انجام آزمایشات ذخیره شدند

  .اندازه گیري شد ELISAاز روش 

جهــت بررســی اخــتلاف میــان : تجزیــه و تحلیــل داده هــا

 ،t-testاي مختلف دارویی و کنتـرل از تسـتهاي آمـاري    گروهه

 و بـا  آنالیز واریانس یکطرفه و تست تکمیلی دانت اسـتفاده شـد  

05/0p< معنی دار محسوب گردید.  

ها یافته

بـه مـدت   ) میکرومـول  25(تجویز حداقل دوز موثر مورفین 

ــاهش   10 ــب ک ــه موج ــهدقیق ــل ملاحظ %) 32 ± 55/10( قاب

ــانس  ــکل  ،sIPSC )001/0<p  ،7  =nفرک ــزایش ) 1ش و اف

=  001/0<p ،5( sEPSCفرکانس %) 120 ± 18/2( معنی دار

n ،  شد اما اثـري بـر آمپلـی تـود     ) 2شکلsIPSC  وsEPSC 

 50( اپیوییـدي نالوکسـان    گیرنـده  تجـویز آنتاگونیسـت  . نداشت

دقیقه قبل از تجـویز مـورفین از ایجـاد     10به مدت ) میکرومول

  ). 2و1شکل (نمود  اثرات مورفین جلوگیري

 mg/kg(تجویز داخل صفاقی مـورفین   in vivoدر مطالعه 

دقیقه پـس   45موجب افزایش سطح پلاسمایی وازوپرسین ) 30

   ).3شکل،  p>01/0(  از تزریق شد

  بحث

فعالیت نورون هاي ماگنوسلولار در هسـته سـوپرااپتیک بـه    

یکـی از  . صورت موثري وابسته به ورودي هاي سیناپسی اسـت 

مهمترین ورودي هاي سیناپسـی بـه ایـن هسـته ورودي هـاي      

در هسـته   اپیوییـدها اثرات ایجـاد شـده توسـط    . اپیوییدي است

سوپرا اپتیک متفاوت و گاه متضاد بوده است کـه مـی توانـد بـه     

یکـی از فاکتورهـاي مـوثر در    . فاکتورهاي متعددي وابسته باشد

ر تحقیقـات  ایجاد این تفاوت ها نوع آگونیسـت مـورد اسـتفاده د   

مورفین یکی از ترکیبات اپیوییدي است کـه مصـرف   . ]1[است 

تحقیقـات در زمینـه   . آن در موارد پزشکی داراي اهمیـت اسـت  

  .  اثرات مورفین نتایج متفاوتی را به همراه داشته است

مطالعات نشـان داده انـد کـه اثـرات تحریکـی یـا مهـاري        

تجـویز   وشر مورفین بر نورون هـاي ماگنوسـلولار وابسـته بـه    

برخی گزارشات . متفاوت می باشد) تجویز حاد یا مزمن(مورفین 

بیان نموده اند که تجـویز حـاد مـورفین موجـب افـزایش بیـان       

همچنـین  . ]11، 2[وازوپرسین در هسته سوپرااپتیک می گـردد  

مطالعات الکتروفیزیولوژیـک نشـان داده انـد کـه فعـال سـازي       

موجب کـاهش و یـا    )پتوربسته به نوع رس(اپیوییدي رسپتورهاي 

افزایش تحریک پذیري نورون هاي ماگنوسلولار می شـوند کـه   

  این اثرات از طریق جریانات پتاسیمی وابسـته بـه ولتـاژ اعمـال     

علاوه بر این پیشـنهاد شـده اسـت کـه اثـرات       .]13[می گردند

مورفین بر نورون هاي ماگنوسلولار وابسته به نـوع سـلول هـا و    

  .]19، 8[متفاوت می باشند انتقالات سیناپسی 

در این مطالعه نتایج ثبت هاي الکتروفیزیولـوژي نشـان داد   

و  sIPSCموجب کاهش فرکانس ) mµ 25(که تجویز مورفین 

. بدون تغییر در آمپلی تـود مـی شـود    sEPSCافزایش فرکانس 

این الگوي تغییرات در فرکانس جریانات سیناپسی سریع خود به 

پلی تود ممکـن اسـت ناشـی از اثـرات     خودي بدون تغییر در آم

اگرچه بررسـی هـاي بیشـتري نظیـر     ، ]8[پیش سیناپسی باشد 

)  paired pulse ratio (نسبت پالس هاي زوجی  اندازه گیري

علاوه بر این، اثرات مـورفین بـر   . براي تایید این ایده لازم است

جریانات سریع سیناپسی تحریکی و مهاري با تجـویز نالوکسـان   

)mµ 50(به عنوان یک آنتاگونیست اپیوییدي، مهار می گردد ، .

بنابراین به نظر می رسد که اثرات مورفین در هسته سوپرااپتیک 

  .از طریق رسپتورهاي اپیوییدي میانجی گري می شود

تفاوت اثر مورفین بر انتها هاي پیش سیناپسـی مهـاري یـا    

ر تحریکی می تواند با نوع رسـپتورهاي اپیوییـدي بیـان شـده د    

انتهاي سیناپسـی و یـا مسـیرهاي سـیگنالینگ مختلـف داخـل       

از یـک طـرف مـورفین عمـدتا بـه عنـوان       . سلولی مرتبط باشد

آگونیست نسبی رسپتورهاي مو در تحقیقات مورد اسـتفاده قـرار   

     مــی گیــرد و از طــرف دیگــر بررســی هــا نشــان داده انــد کــه 
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ارنـد از  رسپتور هاي مو بسته به نـوع سـلولی کـه در آن قـرار د    

متفاوت، مسیرهاي سیگنالینگ متفـاوتی   Gطریق پروتیین هاي 

به این ترتیب تفاوت مشاهده شـده بـین   . ]1[ را فعال می نمایند

انتقالات سیناپسی تحریکی و مهاري در این مطالعه مـی توانـد   

  .  ناشی از تفاوت در مسیرهاي سیگنالینگ فعال شده باشد

نشـان   in vivoته هـاي  از طرف دیگر در مطالعه حاضر یاف

 45داده اند که تزریق حاد مورفین بـه صـورت داخـل صـفاقی،     

دقیقـه بعـد از تزریــق دارو، موجـب افــزایش سـطح پلاســمایی     

  

  
می شود اما بر آمپلی تود اثري  sEPSCموجب افزایش فرکانس  )µm  25(تجویز مورفین) قبل و بعد از تجویز مورفین ، ب sEPSCفرکانس  نمونه هاي ثبت) الف -2شکل 

در  n ،001/0 <p =5(نورون هاي ماگنوسـلولار در طـی ثبـت،     sEPSCتغییرات فرکانس ) از تاثیر مورفین بر فرکانس جلوگیري می نماید، ج )µm  50(ندارد، تجویز نالوکسان 

  .می باشد SEM ±میانگین هر ستون بیانگر  )مقایسه با گروه کنترل
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  .وازوپرسین در مقایسه با گروه کنترل می شود

و  sEPSCبنابراین به نظر می رسد کـه افـزایش فرکـانس    

ورفین ایجاد شده توسط تجویز حـاد م ـ  sIPSCکاهش فرکانس 

می تواند موجب افزایش فعالیت نورون هاي ماگنوسلولار هسـته  

  .سوپرااپتیک و افزایش ترشح وازوپرسین گردد

  سپاسگزاري

نویسندگان مقاله بدین وسیله تشکر و قـدردانی خـود را از مرکـز    

تحقیقات علوم اعصاب دانشـگاه علـوم پزشـکی شـهید بهشـتی کـه       

  . ده است ابراز می دارندتحقیق حاضر را از نظر مالی حمایت کر
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