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Abstract

Introduction: Oxidative stress is one of the important pathologic factors involved in the pathogenesis of

neurodegenerative diseases. Antioxidants as neutralizing agents of free radicals are one of the treatment options for

these diseases and antioxidant agents that can pass through blood brain barrier have beneficial effects. In the present

research, the antioxidant effect of a new iron nanochelator on the electrophysiological characteristics of neural cells

following H2O2 – induced oxidative stress was investigated.

Methods: Intracellular recordings were made under the current clamp condition on F1 cells of Helix aspersa.

Effects of oxidant agent, H2O2 (1 mM), in the presence of the new iron nanochelator at high (2.63 mM)  and low (263

µM) concentrations were assessed on the firing pattern and action potential parameters and were compared to the

control condition.

Results: Application of H2O2 led to a significant decrease in the firing pattern and AP amplitude and an increase in

the time to peak compared with control condition. Addition of the antioxidant following H2O2 treatment increased these

parameters and restored them to the control condition. On the other hand, effects of H2O2 on the electrical activity of

cell were modulated when the antioxidant was used earlier.

Conclusion: Based on the modulating effects of the new synthesized iron nanochelator on verified action potential

parameters in the presence of H2O2, it can be concluded that nanochelator probably exerts its antioxidant effects through

the alterations of the function of ion channels.
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بررسی اثرات یک نانو شلاتور آهن سنتتیک جدید بر تحریک پذیري نورونی در 
حضور و عدم حضور استرس اکسیداتیو

*1، مهیار جان احمدي2محمد حسن نظران، 1، سعیده فخارزاده1زهرا قاسمی

مرکز تحقیقات علوم اعصاب و گروه فیزیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران. 1
، تهرانشرکت صدور احرار شرق. 2

91خرداد23: پذیرش91فروردین15: دریافت
همکارانو ستاریانهاکتکولامینتجزیهوهاي دخیل در بیوسنتزبیان ژن برخی آنزیممرفین و

چکیده
آنتی اکسیدانت هـا بـه   ، استفاده ازاین اختلالاتبرايیک انتخاب درمانی .نورودژنراتیو استيهايماریبدخیل در پاتوژنزفاکتورهاي نیترمهمداتیو از یاسترس اکس: مقدمه

در این بررسـی  . باشندیماثرات مفیديکه قادر به عبور از سد خونی مغزي هستند داراي تی اکسیدانتی آنترکیبات از این رو.باشدیمآزاد يهاکالیراديکنندهعنوان عوامل خنثی 
تحریک پذیري نورون هاي عصبی حلـزون در حضـور و عـدم    يهایژگیورا بر )شلاتوري آهنيهیپابا (براي اولین بار اثرات الکتروفیزیولوژیک تنها نانو آنتی اکسیدانت سنتتیک 

.رس اکسیداتیو با استفاده از ثبت داخل سلولی مورد بررسی قرار دادیمحضور است
Helix(حلزون باغی F1داخل سلولی تحت شرایط کلمپ جریان روي سلول يهاثبتتمامی :هاروش aspersa (عامل اکسیدانت پراکسـید هیـدروژن  ریتأث. انجام گرفت

پتانسـیل عمـل بررسـی و بـا شـرایط کنتـرل       يهـا یژگیوالگوي شلیک و نانوشلاتور آهن بر)میکرومولار263(و پایین ) مولارلییم2(بالا يهاغلظتدر حضور ) میلی مولار1(
.مقایسه شد
. لتاژي گردیـد وپراکسیدهیدروژن در مقایسه با شرایط کنترل موجب کاهش فرکانس شلیک پتانسیل عمل و دامنه پتانسیل عمل و افزایش مدت زمان حداکثر دامنه :هایافته

ب ج ـهمچنین، کاربرد آنتی اکسـیدانت قبـل از آب اکسـیژنه مو   . افزودن آنتی اکسیدانت بعد از آب اکسیژنه موجب افزایش این پارامترها و نزدیک شدن آنها به شرایط کنترل گردید
.تعدیل اثرات آب اکسیژنه بر روي فعالیت الکتریکی سلول گردید

چنین نتیجه گرفت کـه احتمـالاً  توانیمتغییر یافته پتانسیل عمل در حضور آب اکسیژنه يهایژگیوآهن بر دیل کنندگی نانو شلاتور جدیدبر اساس اثرات تع:جه گیريینت
.کندیمآنتی اکسیدانتی خود را اعمال ریتأثیونیيهاکانالعملکرد این ترکیب با اثر بر

تحریک پذیري نورونی، کانالهاي یونیداخل سلولی،آب اکسیژنه، ثبتنانوشلاتور آهن،:هاي کلیديواژه

١مقدمه

فعالی با نـام  يهامولکولمتابولیسم اکسیژن منجر به تولید 
که نقش بسیار مهمی در فیزیولوژي و گرددیمرادیکالهاي آزاد 

mjanahmadi@yahoo.com:نویسندة مسئول مکاتبات*
Janahmadi@sbmu.ac.ir

www.phypha.ir/ppj:گاه مجلهبو

بـا گذشـت زمـان محـیط     . پاتوفیزیولوژي سیسـتم عصـبی دارد  
ROSیش تولیـد  ها به دلیل افـزا ردوکس ایجاد شده در نورون

) ,Reactive Oxygen Speciesگونه هاي واکنشگر اکسیژن (
)آنزیماتیک و غیر آنزیماتیک(و نیز ضعف دفاع آنتی اکسیدانتی 

ایـن شـرایط کـه اسـترس     . رودیم ـبه سمت شرایط اکسیداتیو 
که یک فاکتور عمومی رسدیمبه نظر شودیماکسیداتیو نامیده 
. ]16[ولوژیک استبیيهاستمیسدر فرآیند پیري 

، هـا نیپـروتئ از طریـق واکـنش بـا    ROSتولید بیش از حد 
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لیپیدهاي موجود در ساختار غشـا و نیـز اسـیدنوکلئیک موجـب     
از این رو صـدمات اکسـیداتیو نـه تنهـا      . گرددیمآسیب سلولی 

مکانیسم درگیر در فرآیند منتهـی بـه از دسـت رفـتن عملکـرد      
بیعی پیري است بلکـه در  طبیعی حسی و حرکتی در طی روند ط

نیـز  نورولوژیکی از جمله آلزایمر و پارکینسون يهايماریبروند 
، بـراي شـبیه سـازي    in vitroيهـا یبررسدر .]2[نقش دارد

شرایط استرس اکسیداتیو از آب اکسیژنه که قـادر بـه نفـوذ بـه     
.]9، 7[شودیمسلول است استفاده 

کسیژنه اثرات ایجـاد  در تحقیقات متعددي با استفاده از آب ا
الکتروفیزیولوژیک سلول مورد يهایژگیواسترس اکسیداتیو بر 

نشان دادنـد  ) 2004(و همکارانش Ito. بررسی قرار گرفته است
موجـب  گرانولی شکنج دندانه دار يهاسلولکه آب اکسیژنه در 

 ـLنـوع کلسیمیيهاکانالافزایش جریان Nie.]1[شـود یم

يهـا سـلول مولد استرس اکسیداتیو را در اثر این عامل) 2004(
هیپوکامپ مورد بررسی قرار داد و ثابت کـرد کـه آب اکسـیژنه    

بـه نظـر   ،بنابراین. ]21[دهدیمسدیمی را افزایش يهاانیجر
کــه اســترس اکســیداتیو خــواص الکتروفیزیولوژیــک رســدیمــ

.دهدیمسلولهاي عصبی را تغییر 
اتولوژیـک نبـوده و در   استرس اکسیداتیو صرفاً یک عامل پ

اعمــال فیزیولوژیــک نــورونی نیــز نقــش دارد، بــه طــور مثــال 
مـورد نیـاز   LTPبـراي القـاي   ROSتحقیقات نشان دادند که 

است و از طریق ایجاد تغییرات ردوکس در مولکولهاي پروتئینی 
ــش دارد  ــیگنالینگ نق ــیرهاي س ــد  . ]7[در مس ــین تولی همچن

امپ ضروري است و ایجاد در هیپوکLTPسوپراکسید در ایجاد 
. کافیسـت LTPهیپوکامپ بـراي القـاي   CA1سوپراکسید در 

گرچه افزایش غلظت کلسـیم در سـلول پـس سیناپسـی بـراي      
مورد نیاز است اما دیده شده است که با اسـتفاده از  LTPالقاي 

یون سوپراکسید نیازي به افزایش جریان کلسیمی از طریق بـاز  
از طرف دیگر نشـان  . نیستNMDAشدن کانال رسپتورهاي 

را از طریـق فعـال کـردن     LTPيدامنهدادند که آب اکسیژنه 
) NMDAيرنـده یگو نـه کانـال   (Lکلسیمی نـوع يهاکانال

.]71[دهدیمافزایش 
پتاسـیمی بـه   يهاکانالاکسیداسیون ،همچنین در نماتودها

استرس اکسـیداتیو مکانیسـم اصـلی از دسـت رفـتن      يواسطه
پتاسیمی کـه در بقـا و    يهاکانال. بیعی نورونی استعملکرد ط

کنترل تحریک پذیري نورون ها و عملکرد طبیعی نقش مهمـی  

در روند پیري پسـتانداران بـه   ROSدارند از سوبستراهاي مهم 
.]26[روندیمشمار 

مختلف پسـتانداران و از جملـه مغـز داراي دفـاع     يهابافت
. ]13[غیر آنزیماتیک اسـت ی از نوع آنزیماتیک ونآنتی اکسیدا

سوپراکسید دسموتاز میتوکندریایی و گلوتاتیون از مهمترین آنتی 
فراوانـی  يهاتلاشدر حال حاضر . هاي بافتی هستنداکسیدانت

هایی که قادر به عبـور از  براي طراحی و ساخت آنتی اکسیدانت
هاي آنتی اکسیدانت.سد خونی مغزي باشند در حال انجام است

، فلاونوئیـدها و کاروتنوئیـد هـا    Eطبیعی مانند ویتـامین  قوي و 
طیـف وسـیعی از آنتـی    . ]13[قادر به عبور از این سـد نیسـتند  

در مـدلهاي  in vivoوin vitroيهـا یبررساکسیدانت ها در 
مرگ نورونی و نورودژنراسیون مورد پژوهش قرار گرفته و اثرات 

ن مثـال در تحقیقـات   ؛ به عنـوا انددادهاز خود نشان قابل قبولی
EGCGمتعددي اثر آنتی اکسیدانت مشتق از چاي سبز با نـام  

)Epigallocatechin gallate ( مــورد بررســی قــرار گرفتــه و
.]18[اثرات نوروپروتکتیو آن به اثبات رسیده است

Liuاثر محافظتی آنتی اکسیدانتی بـا  ) 2004(و همکارانش
در مقابل آب اکسـیژنه  PC12يهاسلولنام اسکوتلارین را در 

مورد بررسی قرار دادند و مشاهده کردند که این آنتی اکسیدانت 
اکسـیداتیو بـه   يصـدمه مانع از افزایش کلسیم داخل سـلولی،  

ــول ــامولک ــاد  يه ــلول و ازدی ــدي س ــلول ROSلیپی درون س
آب اکسیژنه ایجـاد شـده   يواسطه؛ اثراتی که همه به گرددیم

اشی از آب اکسیژنه با اسـتفاده از ایـن آنتـی    مرگ نورونی ن. بود
.]15[اکسیدانت مهار گردید

یک محدودیت بسیار مهم در عملکرد آنتی اکسیدانت ها در 
ورود ياجـازه محیط بدن وجود سـد خـونی مغـزي اسـت کـه      

. دهـد ینمبسیاري از ترکیبات آنتی اکسیدانتی اگزوژن را به مغز 
ابزاري جهت دسـتیابی آنتـی   استفاده از نانوتکنولوژي به عنوان

مغـزي بـه عنـوان یـک راه حـل در      يهاسلولها به اکسیدانت
ــژوهش ــاپ ــایج  يه ــه و نت ــرار گرفت ــابی ق ــورد ارزی ــف م مختل

به عنوان مثال در یک بررسی . اي نشان داده استامیدوارکننده
يسـکته در مدل حیوانی Nanoparticulated quercetinاثر 

فت و ثابت شد که نـانو کـردن ایـن    مغزي مورد بررسی قرار گر
آنتی اکسیدانت طبیعی، این ترکیـب را در جلـوگیري از اکسـید    

مغزي نسبت به  شکل غیر نانویی يهاسلوليهانیپروتئشدن 
.]8[آن تواناتر کرد
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اي که هدایت آن بـا اسـتفاده از نـانوتکنولوژي    بعلاوه، ماده
کول ساخته شـده در  به این معنی که یا ابعاد مول(ردیگیمانجام 

مانند آپتـامر، دنـدریمر،   مقیاس نانو باشد و یا از ساختارهاي نانو
و نانوتیوبهاي کربن به عنوان حامـل اسـتفاده   هامیسل، لیپوزوم

بنیادي و زیسـت فعـالی بـه خـواص     يهایژگیوبه لحاظ ) شود
، به شکلی که به محقق ایـن امکـان داده   ابدییماي دست ویژه

آن را جهت يهایژگیودستکاري چنین ساختاري که با شودیم
يهـا یژگ ـیواز مهمتـرین  . هدف مطلوب تحت کنتـرل در آورد 

ماده اي که با استفاده از این تکنولوژي قابـل تعـدیل و تنظـیم    
میزان حلالیـت، رهـایش   : به این موارد اشاره کردتوانیماست 

ي و کنترل شده در مدت زمان کوتاه و یا طولانی، انتخاب پـذیر 
.]28، 5،25[هدفمندي اختصاصی مولکول 

یکی از انواع ساختارهاي آنتی اکسیدانت، شلاتورهاي آهـن  
بیولوژیـک  يهاستمیسفلز انتقالی در نیترفراوانآهن، . هستند

این فلز، عنصري ضـروري بـراي انتقـال اکسـیژن،     . ]12[است
هومئوستاز آهن در بدن. تنفس، متابولیسم و تقسیم سلولی است

؛ چرا که در صورت وجود مقادیر کنترل شودیمبه شدت کنترل 
شکل نیترخطرناكنشده از این عنصر، از مسیر واکنش فنتون، 

توانـد یم ـکه شودیمتولید ) رادیکال هیدروکسیل(رادیکال آزاد
هاي مهم از قبیل پـروتئین، چربـی و اسـید    به انواع بیومولکول

].19[نوکلئیک آسیب برساند

به معنـی چنگـال خرچنـگ    Chelaیونانی يواژهاز هاشل
هاي فلـزي بـا ایـن عناصـر بـه      شلات کننده. گرفته شده است

مثـل  (که در ترکیب، یک الکترون گیرنـده  شوندیمشکلی باند 
یک باند کووالان هم ارز را بـا یـک الکتـرون    ) هیدروژن یا فلز

يهاپژوهشدر . دهدیمشکل ) یک لیگاند شلات کننده(دهنده 
متعدد اثرات آنتی اکسیدانتی بسیاري از شلات کننده هاي آهن 

EGCGبه عنـوان مثـال،   . بررسی شده و به اثبات رسیده است

ترکیب موجود در چاي سبز اسـت کـه داراي خاصـیت شـلات     (
گونـاگونی خاصـیت آنتـی    يهـا یبررس ـدر ) کنندگی آهن است

ت و اکســیدانتی و نوروپروتکتیــو بــودن خــود را نشــان داده اســ
ناشـی از عوامـل   يهابیآسها در مقابل توانسته است از نورون

.]3،10[مولد رادیکال آزاد حفاظت کند
در این بررسی براي اولین بار اثرات الکتروفیزیولوژیک تنهـا  

 ـپابا (نانو آنتی اکسیدانت سنتتیک  را بـر  ) شـلاتوري آهـن  يهی
هـاي عصـبی حلـزون بـا     تحریـک پـذیري نـورون   يهایژگیو

ایـن  .تفاده از ثبت داخل سـلولی مـورد بررسـی قـرار دادیـم     اس
نانوشلاتور توسط مهندس محمد حسن نظران در شرکت صدور 

در اداره ثبـت  63625و بـه شـماره   احرار شرق سنتز شده است
ایـن مـاده داراي سـاختمان    .اختراعات ایران ثبت گردیده است

آنو وزن ملکـولی ) 1شکل (باشدمیC11H12N2O13شیمیایی 
.است04/382

هاروشومواد

در گـانگلیون تحـت   F1بـر روي سـلول   هاشیآزماتمامی 
. )<5n(انجــام گرفــتHelix aspersaمــري حلــزون بــاغی 

اسـتان گـیلان، جمـع    از مناطق شمالی کشور، عمـدتاً هاحلزون
آوري شده و پس از انتقال به آزمایشـگاه در شـرایط مناسـب از    

و ) گـراد یسـانت درجـه  20-23(اسبلحاظ نور، درجه حرارت من
تغذیـه آنهـا از   بـراي . شدندیمغذا نگهداري دسترسی به آب و

قبل از انجـام آزمـایش، بـه    . م و خیار استفاده شدلبرگ کاهو، ک
هاي مـورد  منظور ایجاد شرایط فیزیولوژیک یکسان براي نمونه

استفاده و حصول اطمینان از فعال بـودن حیـوان، آنهـا را درون    
آب قرار داده و پس از بیـرون آمـدن از صـدف و حرکـت     ظرف

در این حـال ابتـدا   . گرفتیمکردن، آزمایش بر روي آنها انجام 
صدف حیوان به کمک انبـر اسـتخوان شـکن برداشـته شـده و      
سپس به وسیله سوزن سر و دم حلزون بدون صدف روي تخته 

ه سر آنگاه با ایجاد شکافی طولی در ناحی. دیگردیمتشریح ثابت 
حیوان، گانگلیون تحت مـري شناسـایی و بـه همـراه عـروق و      
اعصاب محیطی برداشته شده و به داخل محفظه ثبت منتقـل و  

حـاوي بسـتر   يمحفظـه به کمک سوزن هاي حشـره در ایـن   
و رینگر نرمال حلزون تثبیت ) Dow corning, USA(سیلگارد 

بـر حسـب میلـی    (رینگر نرمال حلزون محلولی نمکـی  . شدیم

.جدیدنانو شلاتور آهن سنتتیکساختمان شیمیایی - 1شکل 
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,NaCl(80), CaCl2(10), MgCl2(5), KCl(4)):مــولار

Glucose, HEPES(5)29[بــود[ ،pH محلــول بــا افــزودن
Trizma Base بافت پیوندي احاطـه  . شدیمتنظیم 6/7در حد

هـاي ایـن مجموعـه گـانگلیونی پـس از ثابـت       نورونيکننده
بسـیار  يهـا پنسنمودن گانگلیون در محفظه مخصوص توسط 

ــدون ــراســتفاده از آنزیمهــاي هضــم کننــده درظریــف و ب زی
پس از آشکار شدن سلولها، از . شدیماستریومیکروسکوپ انجام 

نظیر محل قـرار گـرفتن سـلول، انـدازه، رنـگ و      ییهاشاخص
هاي عصبی، جهت شناسایی سـلول  موقعیت آن نسبت به رشته

آنگاه نمونه در همین وضعیت درون . گرددیممورد نظر استفاده 
، تا بـا شـرایط جدیـد تطـابق     ماندیمرینگر نرمال باقی محلول

.]11[شدیمحاصل کند و سپس ثبت انجام 
1بـا غلظـت   ) H2O2(قبل از انجام آزمایشات آب اکسـیژنه  

و ) مولارلی می6/2( میلی مولار و نانو شلاتور با دو غلظت بالا 
در محلول رینگر نرمال حلـزون تهیـه   ) میکرومولار263(پایین 

در هـا سـلول عمـل خودبخـودي   يهـا لیپتانس ـثبت از .شدیم
 ـشرایط کنترل و متعاقب تیمارهاي مختلـف، توسـط    ریفـا یآمپل

Axoclamp 2B)Axon Instrument, USA ( ــا روش و ب
میکروالکترودهاي مورد اسـتفاده  . گرفتیمکلمپ جریان انجام 

بـا دیـواره نـازك از جـنس بروسـیلیکات      از میکروپیپـت هـایی  
)Clark Instrument, UK (  ــه بــــه کمــــک بــــوده کــ

ــودي  ــولري عم ــه ) Narishige, Japan(میکروالکترودپ تهی
سه مولار پر شده و نمونـه  KClالکترودها با محلول . می شدند

مگا اهم داشتند جهت 2-5هاي بدون نشت که مقاومتی حدود 
الکتـرود مرجـع در تمـامی    . گرفتنـد یم ـثبت مورد استفاده قرار 

پلی آگاري، متشکل از سیم نقره با پوشش کلرید نقره آزمایشات
(Ag/AgCl) ــوده کــه %4در آگــار ــه يمحفظــه، ب ــت را ب ثب
داده هـاي ثبـت شـده از    . کـرد یم ـوصل ) زمین(پتانسیل صفر 

بیتـی  16دیجیتـال  -، توسط یک مبدل آنـالوگ هاسلولفعالیت 
)AD Instrument, Australia(    رقمی شـده و جهـت آنـالیز ،

.دیگردیمذخیره 
در هـر  . آزمایشات در دو گروه آزمایشی مجزا انجام گرفـت 

دقیقه ثبت پایـه از فعالیـت خودبخـودي    10گروه پس به مدت 
در گـروه اول،  . آمدیمبه عملدر شرایط کنترل F1يهاسلول

H2O2 میلی مولار به محیط خـارج سـلولی پرفیـوژ    1با غلظت
در هـا سـلول الکتریکی دقیقه از فعالیت10شد و آنگاه به مدت 

بـه منظـور بررسـی اثـر آنتـی      . آمـد بـه عمـل  این شرایط ثبت 
اکسیدانتی نانوشلاتور ابتدا آنرا با غلظت پایین به محیط حـاوي  

H2O2 ثبت هاسلولدقیقه از فعالیت 10پرفیوژ کرده و به مدت
غلظـت  حضـور دقیقه در 20گرفته شد و در مرحله بعد به مدت 

سـپس در  . ثبت گرفته شـد هاسلولاز فعالیت بالاي نانوشلاتور
بـر روي  H2O2پایان به منظور بررسی برگشت پـذیري اثـرات   

گرفت، بدین صورت که محلـول  صورتفعالیت سلولی شستشو 
در هـا سـلول و نانوشلاتور از محیط خـارج شـد و   H2O2حاوي 

. معرض رینگر نرمال قرار گرفتند
فـاظتی نانوشـلاتور بـر    در گروه دوم، به منظور بررسی اثر ح

دقیقـه ثبـت پایـه از فعالیـت     10روي فعالیت سـلولی، پـس از   
263(در رینگر نرمال، ابتدا نانوشلاتور با غلظت پـایین هاسلول

دقیقـه ثبـت از   10به محیط اضافه شـد و پـس از   )میکرومولار
محلول حـاوي غلظـت بـالاي نانوشـلاتور بـه      هاسلولفعالیت 

دقیقـه از فعالیـت   20وز شد و به مدت محیط خارج سلولی پرفی
به محـیط  H2O2سپس محلول حاوي . ثبت گرفته شدهاسلول

هاسلولدقیقه از فعالیت 10اضافه شد و در این شرایط به مدت 
کمی يهایژگیو.در نهایت شستشو انجام شد. عمل آمدهثبت ب

انـدازه  Chartثبت شـده توسـط نـرم افـزار     يهاعملپتانسیل 
±آنگاه این مقادیر کمی بصورت میـانگین  . ذخیره شدگیري و

با روش آزمـون  هانیانگیميسهیمقاانحراف معیار بیان شده و 
ANOVA05/0بـا  يهـا اختلافانجام گرفت و طرفهکیP≤

.معنی دار در نظر گرفته شدند
پارامترهاي الکتروفیزیولوژیکی که در شرایط مختلف انـدازه  

پتانسیل استراحت غشا، دامنـه پتانسـیل   : زگیري شدند عبارتند ا
. ردی ـگیم ـعمل که از پتانسیل استراحت تا قله اسپایک را در بر 

فاصله زمانی يکنندهمدت زمان حداکثر دامنه، ولتاژي که بیان 
سـطح  . از شروع اسپایک تا جایی که حداکثر شـیب وجـود دارد  

د زیر منحنی در ناحیـه قلـه پتانسـیل عمـل، فرکـانس یـا تعـدا       
متعاقـب  لیپتانس ـعمـل در واحـد زمـان و دامنـه     يهالیپتانس

. هیپرپلاریزاسیون

یافته ها

در شرایط کنترل داراي پتانسـیل اسـتراحت   F1يهاسلول
و فرکـانس شـلیک   ) A2-شـکل (میلی ولت-22/0±015/43
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و B2–شـکل (هرتـز بودنـد   67/1±02/0عمـل  يهـا لیپتانس
ولتـاژي در ایـن شـرایط    مدت زمان حداکثر دامنه). A-4شکل 

-Dشـکل (دامنـه و)C-2شکل(میلی ثانیه بود11/0±29/15
)E-2شکل(و سطح زیر منحنی در ناحیه قله پتانسیل عمل)2

میلی ولـت  08/1±01/0میلی ولت و 17/62±24/0به ترتیب، 

هاي متعاقب هیپرپلاریزاسیون لیپتانسدامنه مقدار . در ثانیه بود
در هر گـروه پـس از   ). F2–شکل (ت بودمیلی ول-1/0±88/5

افزودن مواد مختلـف تغییراتـی در الگـو و پارامترهـاي فعالیـت      
: باشدیمالکتریکی سلول بوجود آمد و به شرح زیر 

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0
Control H2O2 A(low) A(high) wash out

R
es

tin
g 

M
em

br
an

e
P

ot
en

tia
l (

m
V

)

***

***
***

+++
+++
###

0

0.5

1

1.5

2

2.5

Control H2O2 A(low) A(high) wash outFi
ri

ng
 F

re
qu

en
cy

 (
H

z)

***

***
***

***

+++
+++

#B

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Control H2O2 A(low) A(high) wash out

P
ea

k 
A

re
a 

(m
V.

s)

***
+++

***
++

***

-14

-12

-10

-8

-6

-4

-2

0
Control H2O2 A(low) A(high) wash out

A
H

P
 A

m
pl

itu
de

 (m
V

)

*** ***
***

***

+++
###

F

0

5

10

15

20

25

30

35

Control H2O2 A(low) A(high) wash out

Ti
m

e 
To

 P
ea

k 
(m

s)

***

*** ***
***

+++ +++

0

10

20

30

40

50

60

Control H2O2 A(low) A(high) wash out

A
ct

io
n 

P
ot

en
tia

l
A

m
pl

itu
de

 (m
V

)

*** *** ***
+++ ###D

A

C

E

تـاثیر تیمارهـاي مختلـف بـر پتانسـیل      F1.بر ویژگی هاي الکتریکی سـلول هـاي عصـبی   )علامت مخفف براي آنتی اکسیدانA(تاثیر آب اکسیژنه و آنتی اکسیدانت -2شکل 
و دامنـه هیپرپلاریزاسـیون   (E)ر منحنی در ناحیـه قلـه  ، سطح زی(E)، (D)، دامنه پتانسیل عمل (C)، مدت زمان حداکثر دامنه ولتاژي )(B، فرکانس پتانسیل عمل (A)استراحت 

بـا  H2O2نشانگر تفاوت معنی دار بین میانگین گروه +، )p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001*(بیانگر تفاوت معنی دار میانگین گروه ها با کنترل *. (F)متعاقب پتانسل عمل
,p<0.05, ##p<0.01#(بیـانگر تفـاوت معنـی دار بـین گـروه هـاي مختلـف آنتـی اکسـیدانت          #، )p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001+(گروه هـاي آنتـی اکسـیدانت    

###p<0.001.(



1391تابستان، 2، شمارة 16جلد فیزیولوژي و فارماکولوژي

101101 تست تست تست تست ؟؟؟؟؟؟؟ ؟؟؟؟؟ ؟؟؟؟؟؟ ؟؟؟؟ ؟؟؟ ؟

-55

-45

-35

-25

-15

-5

Control A(low) A(high) H2O2 wash out

R
es

tin
g 

M
em

br
an

e 
Po

te
nt

ia
l (

m
V)

*** *** *** ***##

A

$$$
0

10

20

30

40

50

60

70

Control A(low) A(high) H2O2 wash out

Ac
tio

n 
Po

te
nt

ia
l A

m
pl

itu
de

 (m
V)

*** ***
***

***
##

+++
 ‡‡‡B

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Control A(low) A(high) H2O2 wash out

Ti
m

e 
To

 P
ea

k 
(m

s)

*** *** ***

***C
$$$

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

Control A(low) A(high) H2O2 wash out

Fi
rin

g 
Fr

eq
ue

nc
y 

(H
z)

***
**

**
## +++

 ‡‡‡

$$$

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Control A(low) A(high) H2O2 wash out

Pe
ak

 A
re

a 
(m

V.
s)

***
***
+++

###
 ‡‡‡$$$

E

-12

-10

-8

-6

-4

-2

0
Control A(low) A(high) H2O2 wash out

AH
P 

Am
pl

itu
de

 (m
V)

***

*** ***

**
###

++
 ‡‡‡

D
***

$$$

، مـدت  )(B، دامنه پتانسـیل عمـل   (A)تاثیر تیمارهاي مختلف بر پتانسیل استراحت . پیش تیمار شده با آنتی اکسیدانتF1تاثیر آب اکسیژنه بر فعالیت الکتریکی سلول -3شکل 
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).آنتی اکسیدانت را دریافت کرده اندH2O2که قبل از (با گروه دوم ) را دریافت کردندH2O2که ابتدا (دار بین گروه اول 
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بـه محـیط خـارج سـلولی بـا      H2O2افزودن : گروه اولدر
کاهش در فرکانس شلیک بود غشا وپتانسیلهیپرپلاریزاسیون

و مقــادیر آنهــا بترتیــب بــه،    ) B-4و A&B-2هايشــکل(
ــتم-29/0±23/44 ــی ولـ ــ33/1±03/0و یلـ ــز رسـ یدهرتـ

)001/0P≤( . پتانســیل عمــل يقلــهمــدت زمــان رســیدن بــه
-Cشکل (افزایش یافت) ≥001/0P(یلی ثانیه م45/0±03/22
شکل (رسید ولت یلی م19/59±27/0دامنه پتانسیل عمل ). 2
D-2 (ــل  و ــه پتانســیل عم ــه قل ــی در ناحی ــر منحن ســطح زی
دامنه پتانسیل .)E-2شکل . (شدمیلی ولت در ثانیه 01/0±1/1

)≥001/0P(-17/7±19/0متعاقب هیپرپلاریـزه تـر شـد و بـه     
يهـا غلظـت افـزودن آنتـی اکسـیدانت در    ). F-2شکل (رسید

اي مراه بود به گونـه مختلف نیز با تغییراتی در فعالیت سلولی ه
که پتانسیل استراحت غشا در این شرایط هیپرپلاریزه تر شـد و  

میلــی ولــت بترتیــب در -13/46±35/0و -12/52±19/0بــه 
پــایین و بــالاي آنتــی اکســیدانت رســید يهــاغلظــتحضــور 

)001/0P≤) ( شکلA-2 .(    فرکانس شـلیک پتانسـیل عمـل در

ر پــایین آنتــی ایـن شــرایط افـزایش یافــت و در حضــور مقـادی   
هرتز و در حضور مقـادیر بـالاي آن   16/2±03/0اکسیدانت به 

). B-2شـــکل ) (≥001/0P(هرتـــز رســـید 99/1±06/0بـــه 
همچنین در این شرایط مدت زمان رسیدن به قله افزایش یافت 

ــه  ــایین و   38/27±5/0و ب ــت پ ــور غلظ ــه در حض ــی ثانی میل
اکسیدانت میلی ثانیه در حضور غلظت بالاي آنتی 4/1±13/29

دامنه پتانسیل عمل در حضور ). C-2شکل ) (≥001/0P(رسید 
غلظت پایین آنتی اکسیدانت دچار تغییر قابل تـوجهی نشـد امـا    
غلظت بالاي این ترکیب موجب کوتاه تر شدن دامنـه پتانسـیل   

) ≥001/0P(میلی ولت شد 68/60±26/0عمل و رسیدن آن به 
).D-2شکل (

لـه نسـبت بـه شـرایط کنتـرل      سطح زیر منحنی در ناحیه ق
افزایش یافت و به ترتیب در حضور مقادیر پایین و بالاي آن به 

ــید    6/1±01/0و 009/0±2/1 ــه رسـ ــت در ثانیـ ــی ولـ میلـ
)001/0P≤) ( شکلE-2 .( شدن تریمنفآنتی اکسیدانت موجب

دامنه پتانسیل هاي متعاقب هیپرپلاریزاسیون گردید بگونـه اي  

پتانسیل عمل ثبت شده در حضور آب اکسـیژنه و  )D. (آنتی اکسیدانت(C)،آب اکسیژنه(B)کنترل،(A). الگوي شلیکمقایسه اثر آب اکسیژنه و آنتی اکسیدانت بر-4شکل
.گرفتند و با کنترل مقایسه شدندرهم قرارويدن آنتی اکسیدانتپس از افزو
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میلی ولت بترتیب، -2/8±2/0و -15/7±18/0که مقدار آن به 
ــید     ــیدانت رس ــی اکس ــالاي آنت ــایین و ب ــادیر پ ــور مق در حض

)001/0P≤) ( شکل-F2 .(  در مرحله شستشو، پس از حذف ایـن
از محیط و جایگزین کردن رینگـر نرمـال، از فعالیـت    هامحلول
آب اکسیژنه و آنتی اکسـیدانت  ریتأث. ثبت به عمل آمدهاسلول

انسیل عمل بجز در یک مورد غیر قابل برگشت بر ویژگیهاي پت
).2شکل (بود 

مختلـف  يهاغلظتافزودن آنتی اکسیدانت با : در گروه دوم
منجـر بـه شـیفت    H2O2قبل از کاربرد به محیط خارج سلولی 

 ـپتانسیل استراحت غشا به سـمت ولتاژهـاي    بـه  شـد تـر یمنف
احت سـلول  اي که در حضور غلظت پایین آن پتانسیل استرگونه
میلی ولت و در حضور مقادیر بـالاي آن بـه   -54/46±16/0به 
، )≥001/0P(میلی ولت تغییر معنی داري یافت -13/0±18/47

تغییر بیشتري در پتانسیل غشـا  موجبH2O2در حالیکه افزودن 
دامنـه پتانسـیل عمـل در    ). A-3، شـکل  -77/47±16/0(نشد 

به شـرایط کنتـرل   حضور مقادیر مختلف آنتی اکسیدانت نسبت 
کم و زیـاد  يهاغلظتکاهش معنی داري پیدا کرد و در حضور 

میلــی ولــت رســید 4/60±43/0و 79/58±46/0بترتیــب بــه، 
)001/0P≤ (      و کاربرد شلاتور مـورد نظـر مـانع از بـروز اثـرات

H2O2 نشــد بطوریکــه بــا افــزودنH2O2 در حضــور شــلاتور
افـت و بـه   سنتتیک دامنـه پتانسـیل عمـل کـاهش بیشـتري ی     

مــدت زمــان ). B-3شــکل (میلــی ولــت رســید 24/0±27/55
83/29±75/0و 29./1±5/0رسیدن به قله افزایش یافت و بـه  

میلی ثانیه بترتیب در حضور مقادیر بالا و پایین آنتی اکسـیدانت  
نتوانست تغییر بیشتري ایجاد نمایـد  H2O2و ) ≥001/0P(رسید 

 ـ  ). C-3شکل ( ب هیپرپلاریزاسـیون  دامنه پتانسـیل هـاي متعاق
میلی ولت در حضور غلظت پایین و -15/8±2/0شد و تریمنف
میلی ولت در حضور غلظت بالاي آنتی اکسیدانت -2/0±48/6

و کـاربرد آن نتوانسـت مـانع از اثـر افزایشـی      ) ≥001/0P(شـد  
H2O2  بر دامنـهAHP      شـود بطوریکـه در ایـن شـرایط دامنـه

شـیفت  تـر یمنفلتاژهاي پتانسیل هاي عمل متعاقب به سمت و
). D-3شـکل  ) (میلی ولت-P≤13/0±43/9,001/0(پیدا کرد 

افـزایش یافـت و مقـدار آن    فرکانس شلیک پتانسیل عمل نیـز 
هرتــز  بــه ترتیــب در 59/1±02/0و 48/1±02/0بترتیـب بــه  

) ≥001/0P(حضور غلظت پایین و بالاي شلاتور سنتتیک رسید 
نحنی در ناحیه قله کاهش سطح زیر م). C-4و E-3شکلهاي (

) ≥001/0P(میلی ولت در ثانیه رسـید  89/0±008/0یافت و به 
در این گروه نیز در پایان شستشو انجـام گرفـت و   ) F-3شکل (

آب ریتـأث . ثبت به عمـل آمـد  هاسلولدر این شرایط از فعالیت 
اکسیژنه و آنتی اکسیدانت بر ویژگیهاي پتانسیل عمـل بجـز در   

.بل برگشت بودیک مورد غیر قا

بحث

کـه اسـترس اکسـیداتیو    دهـد یم ـمتعدد نشان يهایبررس
 ـپدنقش بسیار مهمی در وقـوع   نورودژنراسـیون دارد و از  يدهی

از قبیل آلزایمر و ییهايماریب) آسیب شناسی(این رو در پاتوژنز 
ــوثر اســـت   ــکلروزیس مـ ــل اسـ ــر . ]6، 4[مولتیپـ عـــلاوه بـ

د در رونـد شـروع و گسـترش    آزايهـا کالیرادنورودژنراسیون، 
از ایـن رو اسـتفاده از آنتـی    . بیماري صـرع نیـز درگیـر هسـتند    

اکسیدانت ها به عنوان یک انتخاب درمانی جهت ایـن بیمـاران   
يهـا کالیرادمولد يهاسمیمکاناز جمله . ]27[باشدیممطرح 

CNSآزاد در بیماري صـرع وجـود تجمعـات آهـن فـروس در     

اکسیژن و پراکسید هیـدروژن واکـنش   است، چرا که این فلز با
آزاد واکنشـی را ایجـاد   يهـا کـال یرادداده و انواع خطرناکی از 

.]31[کندیم
) صـرع زاي (از شـناخته شـدن نقـش اپیلپتوژنیـک     هاسال

در پـژوهش  . ]25، 24[گذردیمآهن اگزوژن و خون يهانمک
دیـده شـد کـه در    ) 2008(و همکاران Patelانجام شده توسط 

HEBDمدل حیوانی این بیماري استفاده از شلاتور آهن با نام 

يصـدمه از اختلال عملکرد میتوکندریایی ناشی از صرع و نیـز  
در این بررسی دیده شد که صرع موجب . نورونی جلوگیري کرد

.]20، 14[گرددیمافزایش آهن ناپایدار در میتوکندري 
ــ) Yokoyama)2001در بررســی دیگــري  ه نشــان داد ک

افزایش میزان آهن رژیم غذایی روزانه موجـب کـم اثـر شـدن     
نتـایج بررسـی   . ]23[گرددیماثرات ضد صرع داروي فنیتوئین 

مـوثر بـودن ایـن سـاختار     يدهنـده حاضر تـا حـدودي نشـان    
همان طور که نتایج این بررسی نشان . باشدیمشلاتوري جدید 

به شـکلی  ،گرددیمداد این شلاتور موجب تثبیت پتانسیل غشا 
حداکثر پتانسیل عمل افزایش یافت يدامنهکه زمان رسیدن به 

و تا حدودي فرکانس را کاهش داد، به نحوي که با اضافه شدن 
پراکسید هیدروژن فرکانس با گروه کنترل یکسان شد و موجب 
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تغییر آن نگردید که احتمـالاً بیـانگر اثـرات نوروپروتکتیـو ایـن      
کـه وقتـی شـلاتور بعـد از آب     ایـن درحالیسـت   . شلاتور اسـت 

) که خود موجب کاهش فرکانس شده بود(اکسیژنه استفاده شد 
باعث افزایش فرکانس و بهبود وضعیت تحریک پذیري سـلول  
شد، به نحوي که اثر این اکسیدان را بر دامنـه پتانسـیل عمـل    

.خنثی نموده و آن را به شرایط کنترل نزدیک کرد
از آنجاییکه پراکسید هیدروژن دامنه پتانسیل هاي متعاقـب  
هیپرپلاریزاسیون را افزایش داد و فرکـانس را کـاهش داد و در   

يهــاکانــالاکســیدانت هـا بــر روي  ریتــأثمطالعـات متعــددي  
کلسیمی و پتاسیمی مشخص شده است، بعنوان مثال بیان شده 

ل شـونده  که پراکسید هیدروژن، جریانـات دپلاریزاسـیونی فعـا   
و موجب تغییـر در  دهدیمرا تغییر +Kو +Ca2يهاونیتوسط 

همچنین نشـان داده شـده   . ]32[شوندیمپتانسیل عمل سلول 
موجـب  myentericکه پراکسـید هیـدروژن در نـورون هـاي     

افزایش غلظت سیتوزولی کلسیم گردید و بیان شد که پتانسـیل  
شد بگونه اي که غشا در حضور این عامل اکسیدان هیپرپلاریزه

ــار  ــالمه ــاکان ــن    يه ــیم از ای ــه کلس ــته ب ــیمی وابس پتاس
عـلاوه بـر ایـن مطالعـات     . ]24[هیپرپلاریزاسیون ممانعت کرد 

پتاسـیمی  يهـا کانـال عوامل ردوکس را بر روي ریتأثمختلفی 
از ایـن  . انددادهنشان ) BK(وابسته به کلسیم با کنداکتانس بالا 

AHPآب اکسیژنه را بر روي دامنـه  افزایشی ریتأثتوانیمرو، 

کلسیمی وابسته بـه  يهاکانالناشی از اثر تحریکی آن بر روي 
همچنین نتایج این . یا پتاسیمی وابسته به کلسیم دانست/ولتاژ و

تحقیق نشان دادند که آب اکسیژنه دامنه پتانسیل عمـل را کـم   
کرد و مدت زمان رسیدن به دامنـه حـداکثر پتانسـیل عمـل را     

نتایج مطالعـات ولتـاژ کلمـپ انجـام شـده توسـط       . زایش داداف
Pouokam مهـار شـدید   يدهنـده نشان ) 2009(و همکارانش

جریان سریع سدیمی، مسئول ایجاد پتانسیل هاي عمل، توسـط  
بنـابراین  . آب اکسیژنه و کاهش تحریـک پـذیري سـلولی بـود    

امنه کاهشی آب اکسیژنه را بر روي دریتأثدر اینجا نیز توانیم
يهـا کانـال پتانسیل عمل ناشی از اثر مهـاري آن بـر فعالیـت    

به آسـانی  Fe2+ ،H2O2در حضور . سدیمی وابسته ولتاژ دانست
و بدین صورت آنرا براي شودیمبه رادیکال هیدروکسیل تبدیل 

پـس عوامـل   . ]24[کنـد یماعمال اثرات اکسیدانتی خود آماده 
ممانعـت  H2O2زاد را از آهن تولیـد رادیکـال آ  يکنندهشلاتور 

و به همین دلیل است که ما در ایـن تحقیـق مشـاهده    کنندیم

کردیم که اثر کاهشی آب اکسـیژنه بـر روي فرکـانس و دامنـه     
عمل در حضور نانو شلاتور کـاهش یافـت و تحریـک    لیپتانس

افزایش فرکـانس فعالیـت   احتمالاً. پذیري سلول بهبود پیدا کرد
ناشـی از  توانـد یم ـلاتور سـنتتیک  نورونی متعاقـب کـاربرد ش ـ  

افزایش رهایش کلسیم از ذخایر داخل سلولی باشد زیرا به علت 
کلسیم خارج سـلولی گرادیـان شـیمیایی    يهاونیشلات شدن 

گرددیملازم براي رهایش کلسیم از ذخایر داخل سلولی فراهم 
بـا  . هرچند این احتمال نیاز به انجام آزمایشات کلمپ ولتاژ دارد

، افزایش سطح زیر منحنـی در قلـه پتانسـیل عمـل و     حالنیا
.باشدیمهمچنین زمان رسیدن به قله در تایید این احتمال 

عدم برگشت پذیري برخی از پارامترهـاي الکتروفیزیوژیـک   
تواندیمدر بررسی حاضر پس از شستشو با رینگر نرمال احتمالاً

جام تحقیقات اثرات کلسیم داخل سلولی باشد که نیاز به اندیمو
.بیشتر دارد

مهمی که باید مورد توجه قرار گیرد این است که در ينکته
که جهـت ایجـاد مـدل اسـترس اکسـیداتیو از آب      ییهایبررس

اکسیژنه استفاده شده است غلظت آب اکسـیژنه و مـدت زمـان    
تحت اثر قرار دادن سلول بـا آن در شـکل  پاسـخ ایجـاد شـده      

به شکلی که دیده شـده اسـت کـه    ؛ ]30، 29[بسیار موثر است 
ها با آب اکسیژنه ابتـدا سـبب ایجـاد    تحت اثر قرار دادن نورون

کـه در  گـردد یم ـیک هـایپر پلاریزاسـیون در پتانسـیل غشـا     
بـالاتر از محـدوده هـاي    (بـالاتر ایـن اکسـیدانت    يهـا غلظت

گرددیممبدل به دپلاریزاسیون غیر قابل برگشت ) فیزیولوژیک
يهاکالیرادبا توجه به وجود مقادیر پاتولوژیک از این رو. ]30[

، اثر دیده شـده  ]27[از قبیل صرع ییهايماریبآزاد اکسیژن در 
در درمـان  توانـد یم ـ) تثبیت پتانسـیل غشـا  (از این نانو شلاتور 

هیپرپلاریزاسـیون بیشـتر   . بسیار مفید و سودمند باشدهايماریب
در توانـد یممچنین، هغشا در حضور نانو شلاتور آهن سنتتیک،

راستاي ایجاد گرادیان الکتریکی لازم براي رهـایش کلسـیم از   
.باشدAHPذخایر داخل سلولی و از این طریق افزایش دامنه 

عملکرد کاهندگی این نانو شـلاتور در ارتبـاط بـا پتانسـیل     
اعمال یک مکانیسم فعال توسط يدهندهاستراحت سلول نشان 

ن یک انتخاب درمـانی در ارتبـاط بـا    آن است که آن را به عنوا
مغزي، که با افزایش میزان آهن ناپایـدار همـراه اسـت    يسکته

ساختار نانوي این شلاتور کـه بـه موجـب    . کندیم، مطرح ]22[
به عنوان (گرددیمايآن مولکول مورد نظر داراي خواص ویژه
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و از سـوي دیگـر اثـرات آنتـی     ) مغزي-مثال عبور از سد خونی
ایـن  تـوان یم ـکـه  دهـد یم ـتی دیده شده از آن نشان اکسیدان

ترکیب را به عنوان یک کاندید مناسب جهت درمان اختلالاتـی  

از این رو بررسی جوانب گوناگون اثرات . چون صرع مطرح نمود
.پروتکتیو آن در بررسی هاي بعدي ضروري به نظر می رسد
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