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١٦  44اره مسلسل ـــ ، شم 1386 تابستان، 2دهم ، شماره چهار   دوره تي درماني همدان      مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداش
  

  
  مقاله پژوهشي

  

  جداسازي و كشت اوليه هپاتوسيت هاي كبد رت با استفاده از آنزيم اكتينيدين 
  ميوه كيوي

    
  ****دكتر علي مصطفايي  ، *** علي بيدمشكي پوركتر  ، د** ، كامران منصوري * زينب شيرواني فارساني

  
  ٢١/٣/٨٦:   ،  پذيرش    ١٠/٩/٨٥  :دريافت 

  

  :چكيده
ها، از آنزيم هاي پروتئوليتيك، بخصوص  كلاژنـاز    اوليه سلول  سلولي، جداسازي و كشت    خارج براي تجزيه ماتريكس   :مقدمه و هدف  

و كم هزينه تر  يافتن پروتئاز جايگزين كلاژنازهاي باكتريايي يا جانوري در منابع گياهي كه راحتر. براي هضم بافت استفاده مي شود
در مطالعه حاضر از آنزيم اكتينيدين كه به وفور در ميوه كيوي يافت مي شـود،  . دار است اي برخور  تخليص گردد، از اهميت ويژه    

  . هاي كبد موش صحرايي استفاده شد براي جداسازي و كشت هپاتوسيت
اي بـراي     در اين مطالعه تجربي آنزيم اكتينيدين پس از تخليص، در غلظتهاي مختلف با روش پرفيوژن يك و دومرحلـه                   :روش كار 

دار در محـيط كـشت       هاي كلاژن  هپاتوسيت هاي جدا شده در پليت     . زي هپاتوسيت ها از كبد موش صحرايي بكار برده شد         جداسا
بلو و مورفولوژي سلول ها در       درصد زنده بودن سلول هاي جداشده با استفاده از آزمون تريپان          .  اي كشت داده شدند    -ويليامز

  . بررسي شدپاپانيكولامراحل كشت پس از رنگ آميزي با روش 
اي توانست بطـور مناسـب هپاتوسـيت هـا را از             ليتر در روش پرفيوژن دومرحله     گرم در ميلي    ميلي 4/0اكتينيدين با غلظت     :نتايج

سلول ها پـس از كـشت درپليـت هـاي حـاوي             .  درصد تخمين زده شد    90-95درصد سلول هاي جدا شده      . كبد موش جدا نمايد   
  .ضوح نشان دادندكلاژن مرفولوژي هپاتوسيت را به و

بعلاوه، تخليص اكتينيـدين    .  اين نتايج نشان داد كه اكتينيدين پروتئاز مناسبي براي جداسازي هپاتوسيت ها از كبد است               :نتيجه نهايي 
  .در مقايسه با كلاژنازها ساده تر و كم هزينه تر است

   

   هپاتوسيت / كلاژناز /اكتينيدين : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
جايگاه مهمي در زدودن سموم طبيعي و صناعي        كبد        

ــروتئين  ــواعي از پ ــل همچــون   از خــون دارد و ان ــاي ناق ه
). 1،2(ليپــوپروتئين، آلبــومين و ترانــسفرين را مــي ســازد 

كننده  هاي مولكولي و بيوشيميايي كنترل     بسياري از فاكتور  
هــا هنــوز  ســاختار و عملكــرد هپاتوســيت بيــان و تنظــيم

بـه همـين علـت، جداسـازي        . ه اسـت  ناشناخته باقي مانـد   
  هــا از كبــد و كــشت اوليــه ايــن ســلول هــا در هپاتوســيت

  
  
  

آزمايشگاه براي انجـام مطالعـات در زمينـه گـرفتن دارو و             
هاي دارويي   ، واكنش P450متابوليسم آن، القاي سيتوكروم     

متابوليسم كبدي و هپاتوتوكسيسيتي ضرورت دارد       مؤثر در 
هـا و    گر بافـت هـا شـامل سـلول        بافت كبد مانند دي   ). 3،4(

هـاي   سلولي متشكل از انـواعي از پـروتئين        ماتريكس خارج 
). 5(و غيررشته اي است     ) كلاژن و الاستين   مانند(اي   رشته

هـاي فـضاي خـارج سـلولي،         ترين  پـروتئين    يكي از فراوان  
  هاي نرم مانند كلاژن است كه انواع مختلفي دارد و در اندام  

  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
   كرمانشاه رازي دانشگاه علومدانشكده گروه زيست شناسي  زيست شناسي سلولي و مولكولي كارشناسي ارشد *

  رمانشاهك دانشگاه علوم پزشكي مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي هماتولوژي كارشناسي ارشد **
  كرمانشاه رازي دانشگاه علومدانشكده زيست شناسي يار گروه استاد ***

  )amostafaie@kums.ac.ir(كرمانشاه دانشگاه علوم پزشكي مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي ايمنولوژييار دانش ****
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همـه انـواع    . ي ظريفي تشكيل مي دهـد     ا كبد، شبكه رشته  
كلاژن ساختمان كلي مشابهي متشكل از يك مـارپيچ سـه           

آلفـا بـه طـول      كه از سـه زنجيـره         ) پروكلاژن(تايي دارند   
 ساخته شده   Gly-X-Yتوالي تكراري    اسيد آمينه با     1000
 اغلــب هيدروكــسي پــرولين Y اغلــب پــرولين و X(اســت 
 غيـر از     هـا    پروتئـاز  مولكول كلاژن بـه اغلـب     . )5،6) (است

به همين علت از كلاژنازها در      ). 5،7(كلاژنازها مقاوم است    
هاي مختلف از بافت هاي جامـد همچـون          جداسازي سلول 
  .شود كبد استفاده مي

اكتينيدين يك سيستئين پروتئاز اسـت كـه در ميـوه                
كلي  خصوصيات پروتئاز از نظر   اين. دارد كيوي به وفور وجود   

) همچون پاپائين(اير سيستئين پروتئازهاي گياهي س مشابه
است ) ها همچون كاتپسين(هاي حيواني  وسيستئين پروتئاز

) پري پروآنزيم(در سلول اكتينيدين آنزيم ساز پيش). 10-8(
 دالتـون و    32745 اسيد آمينه و وزنـي معـادل         302داراي  

 اسيد آمينـه و وزنـي معـادل         220شكل فعال آنزيم داراي     
اكتينيـدين يـك پروتئـاز      ). 11،12(لتون اسـت     دا 23508

ــرد ــردن گوشـــت اســـت و در هـــضم  مناســـب در تـ    كـ

پروتئينــي در بيمــاران داراي مــشكل گوارشــي قابــل  مــواد
در چند مطالعه اثر كلاژنازي اكتينيدين      . استفاده مي باشد  

بطور كلـي نتـايج     ). 13-15(مورد بررسي قرار گرفته است      
اكتينيـدين قـادر بـه       هك ـ اين مطالعات حـاكي از آن اسـت       

هيدروليز مولكول طبيعي كـلاژن نيـست ولـي آتلـوكلاژن           
  را هيـدروليز   ) كلاژن پس از هضم جزيـي توسـط پپـسين         (

  ). 15(مي كند 
برخلاف نتـايج ايـن مطالعـات، مـصطفايي و همكـاران              

 خنثـي يـا     pHنشان دادند كه اكتينيدين در شرايط داراي        
). 16( نـوع يـك اسـت    قليايي ضعيف قادر به هضم كـلاژن     

براين اساس و با توجه به قابليت اكتينيدين در ترد كـردن            
گوشت، اثر اين آنزيم درغلظت هاي مختلف در مقايـسه بـا    
كلاژناز براي جداسازي هپاتوسيت ها از كبـد رت و كـشت            

  .اين سلول ها مورد مطالعه قرار گرفت
  :روش كار

ميـوه كيـوي    در اين مطالعه تجربي آنزيم اكتينيـدين              
طبق روش استفاده شده در مطالعه مصطفايي و همكـاران          
طــي مراحــل رســوب دهــي بــا ســولفات آمونيــوم و       

موش بـزرگ  ). 17(كروماتوگرافي تعويض يون تخليص شد    
، محـيط كـشت     )انستيتو رازي ايران  (از نژاد  ويستار     ) رت(

  نـــــ، جنتامايسي(Sigma-Aldrich) اي، كلاژناز -ويليامز

  
)µg/ml 50 (     كلاژن نوع يك ،)Roche(     آمفوتريـسين ،B   
)µg/L 250(      سرم جنين گاو  ،FCS   هپارين  ،)U/ml 25(  ،

گلوتـامين  -،  ال   )Gibco(  درصـد تريپـان بلـو      4/0محلول  
)mM 2(  ــسليت ــات هنـ ــربس  - ، بافربيكربنـ   ) KHB(كـ

 ،  KCl گـرم    3516/0حـاوي     (1تحت عنوان بـافر شـمار       
 MgCl2 ،1357/0 گـــرم NaHCO3 ،1916/0 گـــرم 68/1

 گــرم Na2SO4 ،376 /5 گــرم  NaH2PO4 ،136/0گــرم 
NaCl ،1108/0 ــرم ــوكزCaCl2 ،9512/0 گـ ــرم گلـ ، ) گـ
،  )2بـافر   ( بـدون يـون هـاي كلـسيم و سـولفات             KHBبافر

دستگاه پرفيوژن كـه در آزمايـشگاه سـاخته شـد و شـامل             
  :اجزاي زير بود

ي بافرهـا،   گـراد را بـرا      درجه سانتي  37دماي  :  بن ماري  -1
. محلول آنزيم و تمام قسمت هاي دستگاه تأمين مي كنـد          

  .شود جداره وصل مي  و ظرف دو1بن ماري به پمپ 
 37، حاوي آب    )ژاكت(جدار بيروني آن    : جداره  ظرف دو  -2

   از بـن مـاري دريافـت مـي          1درجه است كه توسط پمپ      
قسمت داخلي اين ظرف، محل قرار گـرفتن بافرهـا و           . شود

 . متصل است2 آنزيم است و از پايين به پمپ يا محلول
 درجه را از بـن مـاري بـه          37از يك طرف آب     : 1 پمپ   -3

كند و از طـرف ديگـر،    درون ژاكت ظرف دوجداره پمپ مي   
  گردانــد و يــك  آب درون ژاكــت را بــه بــن مــاري بــر مــي

ــاد     ــداره ايج ــرف دو ج ــاري و ظ ــن م ــين ب ــه آب ب   چرخ
 . مي نمايد

به جدار داخلي ظـرف و از طـرف         از يك طرف    : 2 پمپ   -4
ديگر توسط سوزن پروانه اي به كبد متصل است و بافر و يا 

  .محلول آنزيم را به درون كبد پمپ مي كند
   : آماده سازي دستگاه پرفيوژن

 آب مقطر اسـتريل درون محفظـه بـن مـاري ريختـه و               -1
  . درجه سانتي گراد تنظيم شد37دماي آن روي 

 درجه سانتيگراد، پمپ    37 به    پس از رسيدن دماي آب     -2
 درجه وارد ژاكت ظـرف دو جـداره         37 روشن شد تا آب      1

 . شود و چرخه آب آغاز گردد
 ميلـي   30،  1 دقيقه پس از روشن كـردن پمـپ          10-5 -3

 . درصد درون بخش داخلي ظرف ريخته شد70ليتر اتانول 
 . روشن شد و الكل خروجي جمع آوري شد2 پمپ -4
 .استريل تكرار شد آب مقطر يلي ليتر م30 با4و 3 مراحل-5
 بـدون   KHB پس از خشك شدن اجزاي دستگاه، بـافر          -6

درون بخــش داخلــي ظــرف )  2بــافر (كلــسيم و ســولفات 
  .ريخته شد
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  جداسازي و كشت اوليه هپاتوسيت هاي كبدي 
 يك پنبه آغشته به كلروفرم درون يـك محفظـه بـسته              -1

ه شـد تـا بيهـوش       رت در اين محفظه قـرار داد      . قرار گرفت 
 ميكروليتر هپارين به درون سياهرگ راني حيوان        20. شود

 .تزريق شد
 زير هود بيولوژي و با وسايل استريل، شـكم حيـوان تـا              -2

زير گردن باز شـد و وريـد اجـوف تحتـاني در بـالاي كبـد               
 .توسط يك پنس گيره دار بسته شد

ها به سمت چپ بدن حيوان و كبد به سـمت بـالا               روده -3
 .ر زده شد تا سياهرگ پورتال به وضوح ديده شودكنا
كه از قبل بـه   ) G23) MEHECO يك سوزن پروانه اي      -4

دستگاه پرفيوزن متصل شده، بـه درون سـياهرگ پورتـال           
دار  فرو برده شد و سوزن در محل مربوطه با يك پنس گيره

 .محكم گرديد
 ميلـي   10 باسـرعت تزريـق      2 دستگاه روشن شد و بافر     -5

 دقيقـه پـس از شـروع        1- 2.  هر دقيقه تنظيم شد    ليتر در 
  هاي رگ پورتال قطع شد  تزريق، يكي از شاخه

ادامـه  )  دقيقـه  10-15( تزريق بافرتا سفيدشـدن كبـد        -6
سپس محلول اكتينيدين تخلـيص شـده يـا كلاژنـاز          . يافت

غلظت آنزيم در آزمون هاي جداگانـه       .  شد 2جايگزين بافر   
 ميلي گـرم در ميلـي ليتـر         1 يا   8/0،  6/0،  4/0،  2/0شامل  

 ميلي ليتر دردقيقه براي مدت      7وسرعت تزريق آن معادل     
  .   دقيقه بود15
   كبد به طـور كامـل از بـدن حيـوان جـدا شـد و درون                  -7

  اـــاكتينيدين ي( ميلي ليتر محلول آنزيم 20ظرف حاوي 
ــا غلظــت هــاي ذكــر شــده در مرحلــه   ــاز ب   قــرار ) 6كلاژن

 .گرفت
 درون انكوبـاتور شـيكردار بـه مـدت           ظرف حاوي كبد،   -8

 درجه سانتيگراد   37 دقيقه با سرعت بالا در دماي        30-20
 . تكان داده شد

 مخلوط سلولي حاصله از دو لايه گاز استريل عبور داده           -9
 دور  در دقيقه به      3000تعليق سلولي بدست آمده در      . شد

 2رسوب سلولي درون بـافر      .  دقيقه سانتريفيوژ شد   5مدت  
 شـسته شـده و      2سلول ها دو بار با بـافر        . ليق در آمد  به تع 

 ميلي ليتـر محـيط كـشت        5بعد از آخرين سانتريفيوژ، در      
 . به تعليق درآمدندFCS %  10اي  حاوي -ويليامز

 ،  ميلي متر  60قطر  (  سلولهاي جدا شده به يك پليت      -10
NUNC (     37پليـت در محـيط      . كلاژن دار منتقل گرديـد 

 . انكوبه شدO2% 95و  CO2 % 5 درجه سانتي گراد با

  
 ســاعت بعــد از كــشت ســلول هــاي هپاتوســيت، 24 -11

مورفولوژي سـلول هـا در تمـام        . محيط كشت تعويض شد   
  .مراحل كشت با ميكروسكوپ معكوس بررسي شد

بـراي   : هاي جـدا شـده     تعيين تعداد و درصد بقاي هپاتوسيت     
 ،هاي جدا شده به وسـيله آنـزيم        شمارش تعداد هپاتوسيت  

يك قطره از سوسپانسيون سـلولي روي لام نئوبـار ريختـه            
 خانـه   4در  ها    تعداد سلول  .شد و لامل روي آن قرار گرفت      
در نهايــت عــدد حاصــل از . بــزرگ كنــاري شــمارش شــد

 10شمارش در ضريب رقت سوسپانسيون سـلولي و عـدد           
هـاي جـدا      هپاتوسـيت  براي تعيين درصد بقاي   . ضرب شد 

 ميلـي  ليتـر      3تعليق سـلولي  بـا        ميكروليتر از    250شده،  
 دور بـه    3000مخلوط شد و در     ) PBS(بافر فسفات نمكي    

 بار  PBS 3-2شستشو با   . دقيقه سانتريفيوژ گرديد     3مدت  
پـس از آخـرين سـانتريفيوژ، مـايع رويـي  دور             . انجام شد 

 PBS ميلـي  ليتـر   3ريخته شد و به رسـوب بـاقي مانـده،           
يـك  .  به تعليق درآمدنـد     سلول ها  ژاضافه گرديد و با پيپتا    

 % 4/0قطره از اين سوسپانسيون با يك قطره از تريپان بلو           
قطـره اي از تعليـق حاصـله  روي  لام قـرار              . مخلوط شـد  

هـاي  رنـگ شـده بـا          تعداد كل سلول هـا و سـلول       . گرفت
سپس از فرمول زير درصد بقاي      . تريپان بلو شمارش گرديد   

  : سلول ها بدست آمد
  درصد بقاء= تعداد سلولهاي رنگ نگرفته / ول ها  تعداد كل سل×100

ابتدا هپاتوسيتهاي  : روش پاپانيكولا هپاتوسيتها با رنگ آميزي   
 از كـف جـدا شـده و بـه           ژپيپتـا چسبيده به كف پليت بـا       

روي لام چند قطـره از ايـن تعليـق      . صورت تعليق درآمدند  
   ساعت در دماي آزمايشگاه    1و با متانول به مدت     ريخته شد 

 آميـزي بـا روش پاپـانيكلا، مراحـل          رنگبراي  . س شد فيك
ائـوزين  و هماتوكـسيلين  متعدد تثبيت و رنـگ آميـزي بـا          

مـورد  زير ميكروسـكوپ نـوري     صورت گرفت سپس لام ها      
  .)18(گرفتندبررسي قرار 

  :نتايج 
هاي كبد توسط اكتينيـدين      در اين مطالعه هپاتوسيت         

تلف بـا روش هـاي    در مقايسه با كلاژناز در غلظت هاي مخ       
اي  مكانيكي، پرفيوژن يك مرحله اي و پرفيـوژن دومرحلـه         

هاي خردكـردن مكـانيكي و پرفيـوژن         در روش . جدا شدند 
، تعـداد    هـاي جداشـده    اي همراه بـا هپاتوسـيت      يك مرحله 

هـاي   زيادي گلبول قرمز نيز جدا شـد و تعـداد هپاتوسـيت           
يوژن براي حل اين مشكلات، دستگاه پرف  . جدا شده كم بود   

  در روش پرفيوژن دومرحله اي . در آزمايشگاه طراحي گردد
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آلودگي هپاتوسيت هاي جدا شده با گلبول قرمز بسيار كم          
بود، به طوري كه پس از سـه بـار شستـشو و سـانتريفيوژ،               
گلبول هاي قرمز كمي كه با هپاتوسيت ها استخراج شـده           

در ايـن روش قبـل از       . بودند، از محيط عمل خـارج شـدند       
زريق آنزيم، كبد در حالي كه به دسـتگاه پرفيـوژن وصـل           ت

بود از بدن موش جدا شد و آويـزان نگـه داشـته شـد و در                 
هنگام پرفيوژن آنـزيم، سوسپانـسيون خروجـي از كبـد در            

سپس اين سوسپانـسيون    . ظرف استريل جمع آوري گرديد    
از گاز استريل عبور داده شـد و سـانتريفيوژگرديد، امـا بـه              

 اين مراحل نتيجه لازم را نداشـت بـا مراحـل            دليل اين كه  
.  گفته شده  در قسمت مواد و روش ها  جايگزين شد            8-7

، 2/0(در اين مطالعه، غلظت هاي مختلف آنزيم اكتينيدين         
در مقايـسه بـا     ) ليتر گرم در ميلي    ميلي 1 و   8/0،  6/0،   4/0

نتـايج  . ها اسـتفاده شـد     كلاژناز براي جداسازي هپاتوسيت   
ل بدست آمده و درصد بقا نشان داد كـه غلظـت        تعداد سلو 

 ميلي گرم در ميلي ليتر ايـن آنـزيم در شـرايط فـوق،               4/0
هاي زنده و سـالم      غلظت بهينه جهت جداسازي هپاتوسيت    

 ميلـي   2/0-4/0از كبد رت و مشابه نتايج كلاژناز در غلظت        
هاي جدا شده حاصل از  هپاتوسيت. گرم در ميلي ليتر است

گرم  ميلي 4/0 غلظت با(آنزيم اكتينيدين  اي دومرحله پرفيوژن
. هاي حاوي كلاژن كشت داده شدند      در پليت ) ليتر در ميلي 

. بوده و سيتوپلاسم شفاف و سالم داشتند كروي اين سلولها،
ها در ابتدا گرد، به هم چسبيده و توده اي شكل            هپاتوسيت

بودند و هسته و شـش ضـلعي بـودن آنهـا مـشخص نبـود                
  ). 1 شكل(
  

  
 

 مورفولوژي هپاتوسيت هاي جداشده توسط آنزيم :1شكل 
 بلافاصله پس از جداسازي (B) و كلاژناز (A)اكتينيدين

  )400ميكروسكوپ معكوس با بزرگنمايي (
  

 ساعت پس از جداسازي، تعداد كمي از اين سلول ها از            24
و مورفولـوژي    درآمـــده و     حالت توده اي به حالت منفـرد      

ه حالت شش ضلعي تغيير كرد و به طور آنها از حالت گرد ب
  ).2شكل (ضعيف به كف پليت متصل شدند 

  
  

  
  

  مورفولوژي هپاتوسيت هاي جدا شده توسط : 2شكل 
   ساعت24آنزيم اكتينيدين بعد از 

  ).100ميكروسكوپ معكوس با بزرگنمايي (
  

 ساعت پس از جداسازي، سـلول هـا بـه صـورت شـش        48
. ليت كلاژن دار چسبيدند   ضلعي درآمدند و محكم به كف پ      

مشخصه بارز هپاتوسيت ها در اين مرحله، داشتن يـك يـا            
دو هسته بزرگ و گرد است كه پس از رنگ آميزي سـلول             

  ). 3شكل ( مشخص بودند "با روش پاپانيكولا، كاملا
  

  
  

 مورفولوژي هپاتوسيت هاي جدا شده با آنزيم :3شكل 
   ساعت پس از جداسازي 48اكتينيدين 

  ).200روسكوپ نوري با بزرگنمايي ميك( 
  

 % 10اي حـاوي     -اين سلول ها در محيط كـشت ويليـامز        
FCS    ــا و ــون ه ــد هورم ــر مانن ــواد ديگ ــزودن م ــدون اف  ب

 روز زنــده ماندنــد و بــراي كــشت 4-5فاكتورهــاي رشــد، 
  .طولاني تر نيازمند فاكتورهاي رشد بودند

نتايج حاصل از شمارش و تعيين درصد بقاي هپاتوسـيت هـاي            
 : جدا شده از كبد موش صحرايي به وسيله آنـزيم اكتينيـدين             

هـاي جـدا شـده بـا         نتيجه حاصل از شـمارش هپاتوسـيت      
  اي اكتينيــدين، تعــداد  اســتفاده از پرفيــوژن دومرحلــه  

طبـق نتيجـه بـه      . ليتر بـود    سلول در هر ميلي    75/2 ×106
 ميلـي گـرم در ميلـي ليتـر آنـزيم      4/0لظت  دست آمده، غ  

اكتينيدين بيشترين هپاتوسيت سـالم را از كبـد اسـتخراج     
  . نمود و به عنوان غلظت بهينه آنزيم انتخاب گرديد

AB
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 4/0هاي جدا شـده در غلظـت       درصد بقاي هپاتوسيت        

ــزيم اكتينيــدين  گــرم در ميلــي ميلــي % 90-95ليتــر از آن
ها، سـالم و     نشان داد كه سلول   اين نتيجه   . تخمين زده شد  
ليتر ايـن    گرم در ميلي    ميلي 4/0اند و غلظت     زنده جدا شده  

ــه  ــوژن دومرحل ــزيم  و روش پرفي ــازي   آن ــراي جداس اي ب
اكتينيـدين همچـون    . هاي كبـد مناسـب اسـت       هپاتوسيت

 گـرم در ميلـي      ميلـي  4/0تر از    هاي پايين  كلاژناز در غلظت  
را اسـتخراج نمـود و در       ها   ليتر تعداد كمتري از هپاتوسيت    

ليتـر درصـد    گـرم در ميلـي      ميلـي  4/0هاي بالاتر از       غلظت
  .هاي جدا شده كمتر بود بقاي سلول

  :بحث
ترين پروتئازها در جداسازي انـواع       كلاژنازها از انتخابي        
هـاي سـالم     هاي مختلـف از جملـه سـلول        ها از بافت   سلول

). 19،20(پارانشيمي از بافت كبد انـسان و مـوش هـستند            
 روشـي بـراي جداسـازي       1969براي اولـين بـار در سـال         

. هاي سالم با درصد بقـاي بـالا  گـزارش گرديـد      هپاتوسيت
اين روش شـامل هيـدروليز بافـت كبـد بوسـيله پرفيـوژن              

هاي كلاژناز   مستقيم كبد با يك محلول نمكي حاوي آنزيم       
 نشان داد كه اگر    )Seglen(سگلن  ). 21(و هيالورونيداز بود    

يون كلسيم در پرفيوژن اوليه به بافت كبد حـذف گـردد و             
سپس محلول حاوي كلاژنـاز اضـافه شـود، نتيجـه بهتـري        

در بسياري از مطالعات ديگر نيـز       ). 22(بدست خواهد آمد    
براي جداسازي هپاتوسـيت هـا از پرفيـوژن دو مرحلـه اي             

در مطالعه حاضر كه براي     ). 20 ، 23-27(كبد استفاده شد    
در آن از پروتئـاز جديـدي بـه عنـوان جـايگزين             اولين بار   

كلاژناز براي جداسازي سلول هـاي كبـدي اسـتفاده شـد،            
  هــــروش پرفيوژن دو مرحله اي به نتيجه بهتري نسبت ب

روش هيدروليز مكانيكي بافت بدون پرفيوژن يا پرفيـوژ ن           
درصد بقاي هپاتوسيت هـاي جـدا       . يك مرحله اي انجاميد   

  نـزيم اكتينيـدين در ايـن مطالعـه        شده با غلظـت بهينـه آ      
تخمين زده شد كه قابل مقايسه با نتايج حاصـل          % 90-95

بـراي  . از كلاژناز در اين مطالعه و مطالعات ديگـران  اسـت           
هـاي    و همكارانش درصـد بقـاي هپاتوسـيت        پوويانيمثال،  

ي بـا اسـتفاده از كلاژنـاز را         جدا شده  از كبد موش صحراي      
و در مطالعـه اي     % 98-90،   و همكارانش  وانگ،  )24(% 90

. اند گزارش كرده ) 27(%  95،  آتماكاو  ) 26،28% (90ديگر  
از نظر تعداد سلول هاي جدا شده با آنـزيم اكتينيـدين در             

در ايـن مطالعـه و      كلاژنازمطالعه حاضر در مقايسه با آنزيم       
  مطالعات ديگران نيز نتايج مشابه و قابل مقايسه اي ديده 

  
  . )20 ،26-28(مي شود 

 در ارتباط  ه اي عالطمتاكنون  ،  منابع مختلف بررسي  در        

لذا مطالعه  .است هنشد با اكتينيدين يافت سلولها جداسازي با
اي است كه با كمك پروتئـازي        اولين مطالعه “ حاضر ظاهرا 

ها پرداخته و به نتـايج قابـل        جديد به جداسازي هپاتوسيت   
ه در مورد اثر   تا كنون چند مطالع   . توجهي دست يافته است   

هيدروليزي آنزيم اكتينيدين روي كلاژن انجام گرفتـه كـه          
در آنها اثر هيدروليزي آنزيم بر مولكول كلاژن ديده نـشده           

 و همكارانش گـزارش كردنـد       سوجي ياما براي مثال،   . است
). 13(كه اكتينيدين  هيچ گونه فعاليـت كلاژنـازي نـدارد            

ه اكتينيـدين    و همكارانش نيز نـشان دادنـد ك ـ        موري موتو 
قادر نيست در شريط اسيدي كلاژن طبيعـي را هيـدروليز           

كلاژن پس از   ( اسيدي آتلوكلاژن    pHكند اما اين آنزيم در      
در مقايسه  ). 15(را مي شكند    ) هضم جزيي توسط پپسين   

با مطالعات فوق، مصطفايي و همكارانش نـشان دادنـد كـه            
بـافر   و   4 معـادل    pHآنزيم اكتينيدين در بـافر اسـتات بـا          

 بـر كـلاژن نـوع اول  اثـر قابـل             5/5 معادل   pHسيترات با   
و بـالاتر   ) بافر فسفات  (7 معادل   pHتوجهي ندارد ولي در       

 هيدروليز مـي    "اين نوع كلاژن را كاملا    ) بافر تريس ( از آن   
 هـاي خنثـي وقليـايي    pHلـذا ايـن آنـزيم در    ). 16(نمايد  

اساس، بـه  براين . ضعيف، اثرات كلاژنازي قابل توجهي دارد 
نظر مي رسـد كـارايي مطلـوب اكتينيـدين در جداسـازي             

  . هاي كبدي ناشي از فعاليت كلاژنازي آن باشد سلول
   :نتيجه نهايي

باتوجه به كم بودن مقدار كلاژنازها در منابع باكتريايي              
  ، )29-31(و يا جانوري و مشكلات تخليص اين آنزيم ها 

ه كيوي و ساده تر بودن      وفورش در ميو   به باتوجه اكتينيدين
براي كلاژنازها در   مناسبي تخليص، ميتواند جايگزين   مراحل

به هرحال، با انجام    . باشد جامد هاي بافت از سلولها جداسازي
مطالعات بيشتر در خصوص اثر اكتينيدين بـر انـواع ديگـر            
كلاژن و اثر اين آنزيم در جدا سازي سلول از ساير بافت ها             

ي كـلاژن بيـشتر، صـحت چنـين         بخصوص بافت هاي حاو   
ادعايي روشن خواهد شد و به ارزش اين پروتئاز گياهي در           

  .كنار ارزش آن در صنايع غذايي  و دارويي خواهد افزود
  :سپاسگزاري 

  بــا تــشكر از همكــاري و مــساعدت آقــاي دكتــر            
  ،  داريوش شكيبايي در تهيه حيوان آزمايشگاهي مورد نيـاز        

ليص آنـزيم اكتينيـدين و پرسـنل        خانم مريم چلبي در تخ    
   .مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي
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