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71  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                      

  پرفيوژن و جداسازي هپاتوسيت از كبد رات
  

  (.Ph.D) ** حميدرضا عسگري      (.Ph.D) *+مهدي رسولي
  

  چكيده
براي تهيه  .رود كار ميه پرفيوژن كبد براي مطالعه متابوليسم ويژه در اين ارگان و نيز تهيه هپاتوسيت ب :سابقه و هدف

هر سه روش داراي مزايا و معايب . ميايي و آنزيمي وجود دارد شي،طور كلي سه روش مكانيكيه هپاتوسيت از كبد رات ب
  .شود  ميعملتر   بيشبازدهنظر مي رسد تلفيقي از هر سه روش منجر به آسيب كمتر غشاء سلول و ه ب. باشند خاص مي

مي در  آنزي-شود و بر اساس روش شيميايي  كانوله مي(in situe)در اين مطالعه كبد در محل خود  : ها مواد و روش
 رينگر فاقد كلسيم و -در اولين مرحله كبد توسط مسير تك مسيري باز توسط محلول كربس. گردد  ميزسه مرحله پرفيو

 -در دومين مرحله كبد توسط محلول كربس. مدت ده دقيقه پرفيوز گرديده ب 1(EDTA)منيزيم و حاوي شلاتور كلسيم 
. گردد مدت يك دقيقه ديگر پرفيوز ميه ستشوي عروق كبد از شلاتور ب منيزيم و شلاتور كلسيم براي ش،رينگر فاقد كلسيم

مدت نه دقيقه توسط سيستم دو مسيري بسته ه ب) IU/mL) 200كلاژناز آنزيم  رينگر - مرحله كبد توسط كربسيندر سوم
 هاي  در فلاسك)بافر بيكربنات( رينگر - در محيط كربسcell/mL 106×9-7هاي هپاتوسيت در غلظت  سلول. پرفيوز گرديد

هاي  هاي هپاتوسيت از تست براي بررسي زنده بودن سلول.  انكوبه شدند,O2:CO2) 95:  5(اي مخصوص تحت جو  شيشه
  . استفاده گرديد(LDH)و از تست تراوش آنزيم سيتوزولي لاكتات دهيدروژناز ) تريپان بلو(منع ورود رنگ 

عنوان نشانگر مهم بخش سيتوزولي در سـلول هپاتوسـيت و           ه   ب (LDH) آنزيم لاكتات دهيدروژناز   سنجش فعاليت   :ها  يافته
 و در پايان انكوباسـيون حـدود    درصد92محيط انكوباسيون در آغاز و پايان انكوباسيون نشان داد كه در ابتداي انكوباسيون حدود   

.  بـه خـارج تـراوش شـده اسـت          هـا   آنزيم از سـلول     درصد 12 و    درصد 8ترتيب فقط   ه   آنزيم در سلول احتباس شده و ب        درصد 88
گـي و بـدون     بدون چروكيـدگي و پـار  ،ها داراي غشاء صاف هاي هپاتوسيت نيز نشان دادند كه سلول  سلولميكروسكوپيبررسي  

  .ها گرديد ها رنگ وارد سلول  سلول درصد5ها با رنگ حياتي تريپان بلو فقط در  آميزي سلول هنگام رنگ. باشند واكوئل مي
 شيميايي و آنزيمي موجب بهبود كيفيت ،هاي مكانيكي دهند كه تلفيق روش هاي اين تحقيق نشان مي هيافت : استنتاج

  دقيقه و سپس10مدت ه كه پرفيوژن كبد توسط شلاتور كلسيم ب طوريه ب. گردد هاي هپاتوسيت از كبد رات مي جداسازي سلول
  .گردد  مي درصد90 بيش از(Viability)زنده بودن با سلولmL10 دقيقه موجب توليد حدود 9مدت ه كلاژناز ب توسط آنزيم

  
   شلاتور كلسيم و كلاژناز، رات، كبد، هپاتوسيت،پرفيوژن :كليدي هاي واژه

  
1. Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid 

  
   E-mail: Mehdi.rasouli@yahoo.com                دانشكده پزشكي، جاده خزرآباد18 ساري، كيلومتر -دكتر مهدي رسولي :ول ئمسمولف  +
  دانشگاه علوم پزشكي مازندرانمركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي  ، دانشكده پزشكي ساري،گروه بيوشيمي بالينيدانشيار  *

  ايرانمربي گروه آناتومي، دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي ، ايرانگروه آناتومي، دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  **
  7/9/86: تاريخ تصويب            4/484: تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           10/2/84: ريافت تاريخ د
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                مهدي رسولي و همكار                هشي    پژو  
  

72  1387خرداد و تير  ، 64هم ، شماره هجد دوره                                                               علوم پزشكي مازندران                      مجله دانشگاه  

  مقدمه
تــوان در  اثــر يــك مــاده شــيميايي و يــا دارو را مــي 

 و يا خارج از بـدن موجـود زنـده    (in vivo)موجود زنده 
(in vitro) ثير دارو در بـدن اثـر   أاگرچـه ت ـ .  مطالعه نمـود

 عملي و نهايي است ولي اين پاسخ نتيجـه اثـر بـر              ،واقعي
هاي مختلف است و ارزيابي آن بـسيار         ها و سيستم   ارگان

بدن موجود   رو مطالعات خارج از    از اين . باشد پيچيده مي 
تر هستند و براي تحقيقات اوليه بـسيار          ويژه و ساده   ،زنده

ايـن مطالعـات شـامل تحقيـق بـر روي           . باشـند  مناسب مي 
هاي جدا شـده     هاي بافت و سلول     برش ،وز شده اندام پرفي 

هاي مـدرن    هم اكنون با پيشرفت روش    . باشند از بافت مي  
هاي قبلي توسط متدهاي      روش ،جداسازي سلول از بافت   

مطالعه بـر   . اند انكوباسيون يا كشت سلولي جايگزين شده     
ــر      ــه اث ــي و مطالع ــان بررس ــده امك ــدا ش ــلول ج روي س

يژه يك بافـت را فـراهم       اختصاصي دارو بر روي سلول و     
  .)1(نمايد مي

رو  كبد نقش مهمـي در متابوليـسم بـدن دارد از ايـن            
 و هپاتوسـيت جـدا شـده از         )2،3(سيستم كبد پرفيوز شـده    

 بـراي مطالعـه متابوليـسم بـسيار حـائز اهميـت             )6تـا 4(كبد
ها و كاربردهاي تهيه هپاتوسـيت از كبـد          روش. باشند  مي

بـراي  . )7(شده است رات توسط بري و همكارانش مرور       
ــد رات بـ ـ  ــيت از كب ــه هپاتوس ــه روش   هتهي ــوركلي س ط

در . )8( شـــيميايي و آنزيمـــي وجـــود دارد  ،مكـــانيكي
هاي مكانيكي بافت كبد توسط قيچـي و تكـه تكـه             روش
هاي ريـز    همراه گوي ه   تكان دادن ب   ، پيپت كردن  ،نمودن
 هموژناسيون توسـط پيـستون پلاسـتيكي نـرم و           ،اي شيشه

هـاي بافـت از     يا عبور از يك غربال سلول      قابل انعطاف و  
اگرچـه بافـت كبـد نـرم اسـت و           . شوند يكديگر جدا مي  

سـازد   هـايي را ميـسر مـي       كارگيري چنين روش  ه  امكان ب 
هـا   علت آسيب مكـانيكي برگـشت ناپـذير سـلول         ه  ولي ب 
رو  از ايـن  . )8(هـاي زنـده كـم اسـت         حصول سـلول   بازده
كاربرد كمي   ييجز درمراحل انتها  ه  هاي مكانيكي ب   روش

هاي شيميايي بافت كبـد توسـط محلـول          در روش . دارند
پرفيــوزات فاقــد كلــسيم و حــاوي يــك شــلاتور كلــسيم 

اين عمـل سـبب حـذف كلـسيم از          . )9(گردد پرفيوژن مي 
 و تخريب دسموزوم و كاهش نيروهاي چـسبندگي         بافت

مزيت اين روش آن اسـت كـه        . )10(گردد بين سلولي مي  
بيننـد و    هاي غشاء سلولي آسيب نمي     هها و گيرند   پروتئين

هاي  هاي اوليه بافت به هورمون     ها همانند سلول   اين سلول 
ــاكنون از شــلاتورهاي . )5،6(دهنــد مختلــف پاســخ مــي ت

ــف ــيترات  مختلـ ــد سـ ــسيم ماننـ  و )12( EDTA، )11(كلـ
EGTA1 )13(   هـاي آنزيمـي     در روش .  استفاده شده است
لـول حـاوي    هاي بافت كبد توسـط پرفيـوژن بـا مح          سلول
. )16تـا 14(شوند  يكديگر جدا مي   هاي پروتئوليزي از   آنزيم

هاي اوليه از آنزيم تريپسين ولـي هـم اكنـون از             در روش 
مطالعـه بـر روي     . )16(گـردد  آنزيم كلاژنـاز اسـتفاده مـي      

دهـد كـه     محصولات كلاژناز شركت سـيگما نـشان مـي        
هاي كلاژناز خالص نيستند و حداقل حاوي بيـست          نمونه

 هـا غيـر    عمل اين آنزيم ،  علاوه براين  ،)15(باشند ميآنزيم  
هـاي سـطح     هـا و گيرنـده     ويژه است و بسياري از پروتئين     
  .)16(دهد سلول را نيز تحت تاثير قرار مي

هپاتوسـيت  ‹و  › كبد پرفيوز شـده   ‹با توجه به اهميت     
ــ› جــدا شــده عنــوان دو سيــستم و مــدل بــراي مطالعــه  ه ب

كارگيري تلفيقي از ه لعه با ب   در اين مطا   ،متابوليسم داروها 
هـاي    شـيميايي و آنزيمـي سـلول   ،هر سه روش مكـانيكي    

 سـلول و    بـازده انـد و ميـزان       هپاتوسيت از كبد جدا شـده     
چگـونگي پرفيـوژن   . زنده ماندن آنها بررسي شـده اسـت    

ويژه بـراي محققـين ايرانـي كـه     ه كبد و تهيه هپاتوسيت ب    
ــاز دارنــد و   ــزيم كلاژن ــه آن  معمــولاًدسترســي كمتــري ب

علـت نگهـداري    ه  هاي آنزيم حين انتقال به ايران ب ـ       نمونه
ــيش  ــال ب ــارج از يخچ ــود را از دســت    خ ــت خ ــر فعالي ت

  .باشد دهند بسيار مفيد مي مي

                                                 
1. Ethylene Glycol Tetra Acetic Acid 
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 پرفيوزن و جداسازي هپاتوسيت از كبد رات
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  مواد و روش ها
  : مواد و وسايل

 دي سـديم هيـدروژن      ، پتاسيم كلريـد   ،سديم كلريد 
 ، منيـزيم سـولفات    ، پتاسيم دي هيدروژن فسفات    ،فسفات

 ، كلـسيم كلريـد    ، سديم بيكربنات  ، گلوگز ،ريدمنيزيم كل 
 و كلاژنـاز از     (EDTA)اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد       

Merck  رينگـر   -هاي هانگ و كربس    محلول.  تهيه شدند 
ــيون     ــراي انكوباس ــدند و ب ــه ش ــشگاه تهي  1 -3در آزماي

ساعت قابل استفاده هستند ولي در كشت سلولي محلولها     
) سـيگما (سـط صـافي ويـژه       بايد در زيـر هـود تهيـه و تو         

كبـد توسـط دسـتگاه پرفيـوژن داراي         . )17(سترون شـوند  
سيستم باز تـك مـسيري و بـسته دو مـسيري و مجهـز بـه                 

pH- ،ورودي گازهـــاي اكـــسيژن و دي اكـــسيد ســـنج 
 ترموكوپــل و پمــپ پريــستالتيك ،الكتــرود دمــا, كــربن
هـــاي هپاتوســـيت توســـط    ســـلول.  گرديـــدزپرفيـــو

ين عكاسـي و فـاز معكـوس        ميكروسكوپ مجهز به دورب   
(Olympus-AH2, Japan)عكسبرداري شدند .  

  

  : اتصال كبد به دستگاه پرفيوژن
 كانولـه  (in situe)در اين روش كبد در محل خـود  

رات نــر توســط دي اتيــل اتــر . )2،3(گــردد  مــيزو پرفيــو
. گـردد   باز مـي   I صورته  بيهوش گشته و حفره شكمي ب     

 وريـد  ، يـك ليگـاتور  وريد اجوف تحتاني در بالاي كليه 
متـري كبـد بـين       باب دو ليگاتور يكي در فاصله سه ميلي       

كه مجاري صـفراوي     طوريه  ب(ناف كبد و وريد دودنال      
و ليگــاتور ديگــر در انتهــاي وريــد     ) را در بــر نگيــرد 

سپس ليگاتورها را   . )14(شوند مزانتريك زده و كانوله مي    
محكـــم نمـــوده و جريـــان پرفيـــوزات بـــا ســـرعت      

mL/min.liver 10    ديـافراگم  . گـردد   وارد وريد باب مي
را باز و اطراف وريد اجوف تحتاني بالاي ديـافراگم نيـز            

-يك ليگاتور زده و دهليز راست باز و توسط آنژيوكت         
  هـم  . گـردد  گردد و ليگاتور آن محكم مـي      كانوله مي  18

  
 زمان بين شـروع پرفيـوژن   ،گردد اكنون مسير فوق باز مي    

وريـدهاي اجـوف پـايين يـا بـالاي          و باز كـردن يكـي از        
پـس از بـاز شـدن       . باشد ديافراگم حداكثر يك دقيقه مي    

 افــزايش mL/min.liver 30مــسير جريــان پرفيــوزات بــه 
با مالش دادن لوب هاي كبد به خـروج خـون           . )2(يابد مي

ن ژدر يك پرفيو  . )11(شود و جريان پرفيوزات كمك مي    
دد كـه بيـانگر   گر  سفيد مي  موفق طي سي ثانيه كبد كاملاً     

خروج خون و عبور پرفيوزات از تمـام لـوب هـاي كبـد              
طـور خلاصـه وريـدهاي پورتـال و اجـوف           ه  ب ـ. باشـد  مي

ــي   ــه م ــافراگم كانول ــالاي دي ــايين و ب ــاني پ ــوند و  تحت ش
ــي از    ــاب وارد و از يكـ ــد بـ ــق وريـ ــوزات از طريـ پرفيـ

 ،شود وريدهاي اجوف پايين يا بالاي ديافراگم خارج مي       
مواره بايد يكي از وريدهاي اجوف بسته     در اين شرايط ه   

توجه نمائيد كـه كانولـه كـردن وريـدهاي اجـوف            . باشد
 وريــد پورتــال بــا اًفقــط جنبــه دورنگــري دارد زيــرا غالبــ

تـوان وريـد     صـورت مـي    شود در اين   موفقيت كانوله نمي  
باب را بست و پرفيوزات را از يكي از وريدهاي اجـوف            

افراگم وارد كبــد نمــود از بـالاي كليــه و يــا از بــالاي دي ــ
 (retrograde perfusion)روش اخير را جريان معكوس 

 بعضي از محققين اين روش را موفقيت آميزتـر          ،نامند مي
  .)18،19(دانند مي

  

  : هاي هپاتوسيت پرفيوژن كبد، جداسازي سلول
 آنزيمي -كبد در سه مرحله بر اساس روش شيميايي

توسط مـسير تـك     در اولين مرحله كبد     . گردد  مي زپرفيو
 رينگر فاقـد كلـسيم و       -مسيري باز توسط محلول كربس    

بـه مـدت ده   (EDTA) منيزيم و حـاوي شـلاتور كلـسيم    
در اين مرحله كلسيم بافت . )20،21(گردد دقيقه پرفيوز مي 

شود، اين عمـل موجـب       شلات و از بافت كبد حذف مي      
در دومين مرحلـه،    . گردد سست و تخريب دسموزين مي    

 باقيمانـده در عـروق كبـد آنـزيم          EDTAكـه    جائي از آن 
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كنـد، كبـد توسـط       كلاژناز را در مرحله بعدي مهـار مـي        
 منيـزيم و شـلاتور      ، رينگـر فاقـد كلـسيم      -محلول كربس 

در . )16(گردد مدت يك دقيقه ديگر پرفيوز مي     ه  كلسيم ب 
 رينگـر حـاوي كلـسيم    -مرحله سوم كبد توسـط كـربس      

mM) 5/4-1 (   و كلاژنازIU/mL) 200 (دت ده دقيقه   بم
در پايـان   . گردد توسط سيستم دو مسيري بسته پرفيوز مي      

كبد از محل خـود جـدا و در پتريـديش حـاوي محلـول               
 شــسته و در لولــه ،آخــري چنــدين بــار تكــان داده شــده

هموژنيزه كننده صاف بـا يـك پيـستون لاسـتيكي نـرم و              

ربه ض ـمتر فقط بـا چنـد        قابل انعطاف با كليرانس دو ميلي     
 100سوسپانسيون حاصل از مش     . شود كنده مي ملايم پرا 

عبور و كپسول گيلسون كه شامل شـبكه عـروق و بافـت             
. )22(گــردد همبنــد كبــد اســت توســط مــش غربــال مــي 

 -هاي هپاتوسيت چندين بار توسط محلول كـربس        سلول
ــي   ــسته م ــازه ش ــر ت ــد   رينگ ــود و چن ــهش  g500 در دقيق

 حـصول   هبـازد با اين روش    . گردد سانتريفوژ و دكانته مي   
 mL 10سلول وابسته به سن حيوان و انـدازه كبـد حـدود     

  . خواهد بود
 
 

The electrode of
   pH- meter

Open- system Recirculatory-closed
 system

Thermometer O2 and 
CO2 inlet

Portal vein

Prestaltic pomp

Two-side 
directed valve

Inferior vena cava 
above diafragm

Inferior vena cava 
after kidney

Heating system, 37C

Krebs-Ringer
with EDTA

Krebs-Ringer
with collagenase

 
  

در پرفيـوژن   . وريد باب و وريد اجوف تحتاني بالا يا پايين ديافراگم در محـل خـود ليگـاتور زده و كانولـه مـي گردنـد                        .  پرفيوژن كبد  :1 شماره   شكل
ولي در پرفيـوژن جريـان معكـوس محلـول     . كي از وريدهاي اجوف تحتاني خارج مي شود       جريان مستقيم محلول پرفيوزات از وريد باب وارد و از ي          

توجه نمائيد كه در پرفيوژن جريان معكـوس يكـي از وريـدهاي         . پرفيوزات از يكي از وريدهاي اجوف تحتاني وارد و از وريد باب خارج مي گردد              
 اينصورت محلول پرفيوزات از داخل كبد عبور نمي كند و از وريـد ديگـر اجـوف     در غير،و ديگري بسته شده باشد) كانوله(اجوف تحتاني بايد باز    

و در طـرف راسـت   ) مـسير بـاز   ( است و براي پرفيـوژن يكطرفـه         EDTA رينگر در سمت چپ حاوي       -محفظه حاوي محلول كربس   . خارج مي شود  
 رسيده ولي حين عمل نيز دما نزديك    C 37°ن دماي محلولها به     قبل از شروع پرفيوژ   . حاوي كلاژناز است و براي پرفيوژن سيستم بسته بكار مي رود          

°C 37پمپ پريستالتيك فقط در سيستم بسته براي گردش محلول به دستگاه و كبد بكار مي رود.   تنظيم مي گردد.  

Pump 

0
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  : هاي هپاتوسيت انكوباسيون سلول
هــاي  تــوان در محــيط هــاي هپاتوســيت را مــي ســلول

 محيط حـداقل ضـروري       رينگر يا  -مختلف مانند كربس  
خصيــصه مــشترك . )23( انكوبــه نمــود1(EMEM)ايگــل 
 ،هـاي مختلـف تـشابه غلظـت مـواد معـدني اصـلي          محيط

. باشـد  اسمولاليته و تونيسيته آنهـا بـا پلاسـماي خـون مـي            
نياز ) كمتر از چهار ساعت   ( انكوباسيون كوتاه مدت     اًالبغ

رد  رشد ندا  عواملها و     ويتامين ،به حضور اسيدهاي آمينه   
تـر و كـشت سـلولي حـضور          ولي در انكوباسيون طولاني   
هـا   در اين تحقيـق سـلول     . )16(عوامل فوق ضروري است   

در ) بــــافر بيكربنــــات( رينگــــر -در محــــيط كــــربس
اي مخصوص كه بـه سيـستم مركـزي          هاي شيشه  فلاسك

متـصل بودنـد انكوبـه    ) O2:CO2 ) 5 :95توليد تحت جو 
اسـتيرني   يكي يا پلـي   هاي پلاست  انكوباسيون در لوله  . شدند

بـراي انكوباسـيون    . )20،24(اولتراسانتريفوژ نيز ميسر است   
 از سوسپانسيون استوك هپاتوسيت توسط      mL 1ها   سلول

بـدين  .  رسيد mL 4 رينگر به حجم كلي      -محلول كربس 
ترتيب غلظت هپاتوسـيت در محـيط انكوباسـيون حـدود           

cell/mL 106×9-7 معادل protein/mL 5/0±0/8بود .  
  

   : ست هاي بيوشيمياييت
هــاي   ســلول(viability)بــراي بررســي زنــده بــودن 

 dye exclusion)هپاتوسيت از تستهاي منع ورود رنـگ  

test)      از تريپان بلو و از تـست تـراوش آنـزيم سـيتوزولي  
فعاليــت .  اســتفاده گرديــد(LDH)لاكتــات دهيــدروژناز 

 در هموژنه سـلولي و نيـز در محلـول مـورد             LDHآنزيم  
ــت ــلول  اس ــردن س ــده ك ــراي پراكن ــيط   فاده ب ــا و در مح ه

 زيرا ممكن است آسـيب و       ،ن گرديد يانكوباسيون نيز تعي  
تخريب غشاء سلولي و در نتيجه تراوش آنزيم در مرحله           
  . ديسپرسيون كم ولي در مرحله انكوباسيون افزايش يابـد        

  

                                                 
1. Eagle Minimal Essential Medium 

 از كيت آنزيمي شركت سيگما LDHن فعاليت يبراي تعي
علت فعاليـت زيـاد آنـزيم در داخـل           هاستفاده گرديد و ب   

ــه ســلولي و µL 10 ،ســلول  از محــيط µL 100 از هموژن
  .انكوباسيون به محيط سنجش آنزيم اضافه شد

  

  يافته ها
 ن ويابيليتي سلولي توسط سنجش درصد احتباسيتعي

  . لاكتات دهيدروژناز
 يك نشانگر (LDH)آنزيم لاكتات دهيدروژناز 

ميزان فعاليت نسبي . )25(استمهم بخش سيتوزول سلول 
 در سلول هپاتوسيت و محيط LDHو مطلق فعاليت 

 انكوباسيون در آغاز و پايان انكوباسيون در جدول
دهند  اين نتايج نشان مي.  نشان داده شده است1شماره 

 و در پايان درصد92كه در ابتداي انكوباسيون حدود 
 آنزيم در سلول احتباس  درصد88انكوباسيون حدود 

ها   آنزيم از سلول درصد12 و  درصد8ترتيب ه و بشده 
  .به خارج تراوش شده است

  

ن درصد احتباس آنزيم سيتوزولي لاكتات يتعي  :1جدول شماره 
 نسبت فعاليت كل .در آغاز و پايان انكوباسيون (LDH) دهيدروژناز

LDH ترتيب برابر درصد احتباسه درحالت الف به ب و الف به ج ب 
واحد . و پايان انكوباسيون در نظر گرفته شده استآنزيم در آغاز 
Berger-Broida در كيت سيگما به واحد بين المللي تبديل شده است.  

  

  LDH فعاليت
(IU/L)  

  LDHفعاليت
 (IU/L)  

  حجم
(mL) 

  LDHفعاليت كل
(IU)  

  احتباس درصد
LDH 

  - 4/9 ± 9/0 80  118 ± 11 پليت سلولي) الف

  مجموعه محلول ) ب
  و شستشو ديسپرسيون

5 ± 18 50 4/2 ± 9/0 2 ± 92% 

  مجموعه محلول شستشو) ج
  محيط انكوباسيونو

2 ± 13 50 +28 1/0 ± 0/1 2 ± 88% 
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 )    ب            ) الف

 
)  و ب100 ) رينگر با بزرگنمائي الف-هاي هپاتوسيت پس از سه ساعت انكوباسيون در محيط كربس عكس ميكروسكوپي سلول  :2شكل شماره 

  .اند  رينگر انكوبه شده-اي تهيه شده او در محيط كربس ها براساس روش پرفيوژن سه مرحله  هپاتوسيت.400
  

رفولوژي و وين ويابيليتي سلولي توسط ارزيابي ميتع
  . ين درصد منع درج تريپان بلويتع

هاي هپاتوسيت  دهدكه سلول  نشان مي2 شمارهشكل
گي و عدم  گي و پار  بدون چروكيد،داراي غشاء صاف
ها به يكديگر  چسبندگي سلول. باشند وجود واكوئل مي

هاي مهم زنده بودن  و نيز به جدار ظرف از شاخص
هاي مرده از يكديگر و از جدار  سلول. باشد ها مي سلول

توان آنها را توسط  شوند و مي ظرف جدا و معلق مي
ژ و جدا نمود  سانتريفو، شسته(percoll)محلول پركول 

ها با رنگ حياتي تريپان بلو نشان  آميزي سلول رنگ. )26(
ها رنگ وارد   سلول درصد5دهد كه فقط در حدود  مي

  .گردد كه بيانگر مرگ سلولي است ها مي سلول
  

  بحث
 هاي پارانشيم هاي مختلفي براي جداسازي سلول روش

هاي قديمي كه  در روش. از كبد گزارش شده است
يكي بودند اعمال نيروي فيزيكي سبب آسيب بيشتر مكان

ها و كاهش راندمان حصول  ناپذير سلول شديد و برگشت

هاي  ترين يافته يكي از مهم. شد هاي زنده مي سلول
متابوليسم يعني سيكل اوره توسط كربس و دانشجوي 

دست ه هاي كبد ب پزشكي آن هنسليت بر روي برش
ازي سلول در آن زمان متدهاي مدرن جداس. )27(آمد

به هرحال هم اكنون اين . زنده از بافت شناخته نشده بود
ها فقط در مراحل نهايي براي پراكنده كردن  روش
هاي شيميايي كبد  در روش. روند كار ميه ها ب سلول

توسط محلول پرفيوزات فاقد كلسيم و حاوي يك 
 پرفيوژن EGTA وEDTA ،شلاتور كلسيم مانند سيترات

 بافتاين عمل سبب حذف كلسيم از . )13تا11(گردد مي
و تخريب دسموزوم و كاهش نيروهاي چسبندگي بين 

مزيت اين روش آن است كه . )10(گردد سلولي مي
بينند و  هاي غشاء سلولي آسيب نمي ها و گيرنده پروتئين

هاي  هاي اوليه بافت به هورمون ها همانند سلول اين سلول
م اين روش ولي عيب مه. )6تا4(دهند مختلف پاسخ مي

 )ويابيليتي (زنده بودنها و  فيزيكي سلولشديد آسيب 
كه ميزان احتباس آنزيم  طوريه كم سلولي است ب

 27 (Susangar) لاكتات دهيدروژناز در روش سوزنگر
 گزارش  درصد50 (Wang)  و در روش وانگدرصد
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ها پرفيوژن در دماي  تمام اين روشدر . )11،12(شده است
°C 37  4/7و pHهاي مختلفي نيز  محلول. شود يجام م ان

ها و انكوباسيون   پراكنده كردن سلول،براي پرفيوژن كبد
اي ـاكاريدهـدي س. رود يـار مـكه ده بـدا شـول جـسل

 اگرچه سبب تجزيه M 5/0هيپرتونيك مانند ساكاروز 
ها و تسهيل   بين سلول(gap junction)اتصالات محكم 
كه عمل  ييجا  از آنگردند ولي ها مي جدا شدن سلول

گردند  پذير است و سبب پلاسموليز نيز مي آنها برگشت
رو بيشتر محققين از محلول  از اين. )26(شوند  توصيه نمي

 .)16تا13(ندكن  رينگر استفاده مي-نمكي هانگ و يا كربس
غلظت گلوكز نيز چندان مهم نبوده و در حيطه غلظت 

. )16(گردد  انتخاب ميmM 0/5فيزيولوژي يعني حدود 
اي لازم باشد به پرفيوزات يا  به هرحال اگر در مطالعه

 محيط انكوباسيون هپاتوسيت عوامل محرك گليكوژنوليز
 اضافه شود به منظور ممانعت از ها مينمانند كاتكولا

تحليل گليكوژن كبد و افزايش ويابيليتي سلولي لازم 
  .)28( افزايش يابدmM 20است غلظت گلوكز تا 

 در اتصال لامينينكته كه كلاژن و كشف اين ن
 هاي ها به يكديگر نقش دارند منجر به پيشرفت روش سلول

هاي پروتئوليزي  ها با استفاده از آنزيم تفكيك سلول
گي  كه آنزيم كلاژناز داراي ويژه يياز آنجا. )8(گرديد
كار ه ها ب  براي جداسازي سلولاًتري است غالب بيش  عمل
هاي مختلف  اي پرفيوژن بافتشركت سيگما بر. رود مي

انواع مختلف كلاژناز ارائه نموده است ولي متخصصين 
. )15(تهيه هپاتوسيت هيچ ارجحيتي بين آنها پيدا نكردند

 باشند هاي آنزيم كلاژناز خود حاوي بيست آنزيم مي نمونه
 را نيز هيدروليز Pro- -هاي ديگر حاوي رديف وپروتئين

زارش شده كه كلاژناز بر  گاًاگرچه غالب. )15(كنند مي
هاي  هاي غشاء سلول از جمله گيرنده روي پروتئين

هاي تهيه شده از  ها اثري ندارد ولي پاسخ سلول هورمون
هاي  و روش) شلاتورهاي كلسيم(هاي شيميايي  روش

رسد  نظر ميه بنابراين ب. )6،29تا4(آنزيمي متفاوت است

ر يول را تغيها اثر و پاسخ سل كلاژناز بر روي اين گيرنده
هاي شيميايي و  هاي فعلي روش در تكنيك. دهد مي

كه در ابتدا  طوريه ب. اند آنزيمي با يكديگر تلفيق شده
و حاوي سيم لك دقيقه با محلول فاقد 1-10كبد حدود 

  دقيقه ديگر10 سپس حدود ،شود شلاتور كلسيم پرفيوز مي
 از. )16تا14(گردد توسط محلول حاوي كلاژناز پرفيوز مي

 دسترسي به آنزيم كلاژناز كه در ايران معمولاً جائي آن
علت شرايط ه محدود است و يا كلاژناز موجود ب

نگهداري و انتقال نادرست بيشتر فعاليت خود را از دست 
داده است زمان جداسازي شيميايي توسط شلاتور 

علاوه در اين ه ب. كلسيم طولاني تر انتخاب شده است
ن كلاژناز موجود از سيستم علت محدود بوده روش ب

جاي سيستم بازتك مسيري استفاده ه بسته دو مسيري ب
بدين طريق با استفاده از مقدار كم كلاژناز  .شده است

  .يابد ها افزايش مي كيفيت جداسازي سلول
در برخي از مطالعات نياز به انكوباسيون طولاني 

 ايه بدين منظور سلول. باشد مي) بيشتر ازسه ساعت(ها سلول
. )16(گردند كشت مي جدا شده از بافت در محيط مناسب

هنگام كشت سلولي برخي خصايص سلول مانند تعداد 
 پاسخ سلول به دارو اًرسپتورهاي سطح سلول و متعاقب

رو نتايج حاصل از كشت سلول  از اين. )30(كند ير مييتغ
با نتايج انكوباسيون سلول تازه تهيه شده الزاماً يكسان 

ط كشت داراي ــمحي ال درــاي نرمـه ولـسل. )29(دـنيستن
 رو براي از اين. باشند مي) روز چند(طول عمر محدود 

كشت سلولي هر بار بايد سلول زنده را از بافت جدا  
هم اكنون از .  اين عمل مشكل و وقت گير است،نمود
هاي سرطاني ناميرا  هاي نرمال انسان يا حيوان سلول سلول

(immortalized)هاي ناميرا  سلول. )31(يه شده است ته
 ،رو ذخيره  از اين،باشند كشت مي مكرراً قابل تكثير و

 متابوليسم. تكثير و آزمايش بر روي آنها بسيار ساده است
هاي نرمال است ولي  هاي ناميرا تقريباً مشابه سلول سلول

هاي مك  سلول. )31(باشند هايي نيز مي داراي تفاوت
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 HepG2اي ناميراي كبد رات و ه  سلول(McArdle)آردل
ها مانند   اين سلول،هاي ناميراي كبد انسان هستند سلول
هاي نرمال هپاتوسيت قادر به سنتز و ترشح  سلول

هاي روز  رغم پيشرفت علي. )32(باشند ها مي ليپوپروتئين
هاي تهيه و كشت سلولي متد پرفيوژن بافت  افزون روش

ده از آن جهت كه هاي تازه تهيه ش و انكوباسيون سلول

هاي اوليه و اصلي  داراي متابوليسم بسيار مشابه سلول
نتايج اين تحقيق . باشند هستند براي مطالعه ارجح مي

 رينگر -پرفيوژن كبد با محلول كربس، دهند كه نشان مي
مدت ده ه حاوي شلاتور كلسيم و سپس با كلاژناز ب

يابيليتي  و وبازدهدقيقه منجر به توليد سلول هپاتوسيت با 
  .گردد زياد مي
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