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پژوهش و سازندگي 
در امور دام و آبزيان 

مطالعه اثر پروتئين Bax بر ليزوزومهاي 
كبدي و نقش آن در مرگ برنامه ريزي شده 
سلول با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني 

ترانسميشن (TEM) در موش

چكيده
      مرگ سـلولهاي موجودات زنده به دو طريق اتفاق مي افتد  كه عبارتند از ۱- نكروز (Necrosis) ۲- مرگ برنامه ريزي شـده
سـلول(Apoptosis). نكروز  مرگ سـلول از نوع تصادفي اسـت كه  در اثر آن گروهي از سـلولها در يك بافت از بين مي روند و در
مقابل در مرگ برنامه ريزي شـده ،سـلول در اثر عوامل محرك (ويروسها و مواد شـيميائي و غيره) و يا به صورت برنامه ريزي شده
(در سلولهاي پير و در سلولهاي روياني در حين مراحل طبيعي تكامل)  از بين مي رود(۹). مطالعات  اخير نشان داده است  كه مرگ
برنامه ريزي شـده سـلول از دو راه صورت مي گيرد :۱ـ راه ميتوكندري ۲ـ راه گيرنده هاي مرگ سلولي(۱). در هر دو راه  با ساخته
و تاثير اين مواد  بر ميتوكندريها و ديگر ارگانلهاي داخل سـلول مثل ليزوزومها ،شـبكه آندو Bax xشـدن تركيبات پروتئيني به نام

پلاسميك و دستگاه گلژي يكسري آنزيمها به نام كاسپز (Caspas) فعال  و مرگ برنامه ريزي شده (.AP) اتفاق مي افتد(۳). هدف
ما از اين تحقيق بررسي دقيق تغييرات ساختماني ليزوزمها در زمان تماس آنها با Bax  در شرايط آزمايشگاهي  بود. ابتدا ليزوزمها
Spragio dawli جدا و به دو گروه تقسيم كرديم،گروه شاهد بدون تاثير ماده اي iرا با كمك اولتراسـانتريفوژ از كبد موشـهاي نژاد
رادر زمانهاي مختلف  تاثير داديم. سـپس نمونه هاي هر دو گروه  فيكس شـده ومرا     حل Bax بر آنها و گروه بيمار كه برروي آنهاx

آمـاده كـردن بافت , تهيه بلوكها, برش به وسـيله اولتراميكروتوم به اندازه ۵۰ تـا ۱۰۰ نانومتر و رنگ آميزي  انجام گرفت و  با كمك
ميكروسـكوپ الكتروني ترانسميشـن اليمپوس مدل H-۸۰۰ بـا بزرگنمايي ۲۰۰۰۰-۱۰۰۰۰تمام نمونه ها مورد مطالعه قرار داده شـد
مي تواند تغييراتي شـامل: چروكيدگي غشـاء ليزوزوم ها و قطعه قطعه شدن Bax و به اين نتيجه رسـيديم كه اسـتفاده از تركيباتx

ماده زمينه و نهايتاً متلاشـي شـدن ليزوزومها و خروج آنزيمهاي داخل ليزوزوم ها را باعث شود  كه به دنبال آن آنزيمهاي آزاد شده
مي توانند باعث تخريب سلول شده و پديده مرگ برنامه ريزي شده سلول(.AP) را تسريع كنند .

موش ،TEM كلمات كليدي: پروتئين Bax، ليزوزوم، سلول كبد، آپوپتوزيس،
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مواد و روش كار 
S. dawli  بالغ را انتخاب و آنها  ــژاد ــدد موش خانگي ن ــدا ۵ ع i      ابت
ــارج و در لوله هاي مخصوص   ــته و بلافاصله كبد آنهارا خ را با كلروفرم كش
ــد  وسپس آنرا  به  آرامي  به  وسيله  ــرم فيزيولوژي  ريخته ش به  همراه  س
ــلولهاي كبدي  از بين برود (همو  هاونهاي مخصوص له كرديم  تا ديواره س

ــرايط يخچال و ثابت نگه ــد از ۲۰ دقيقه كه لوله را در ش ــيون ). بع ژنيزاس
۱۰۰۰rpm mداشتيم، مايع روي لوله را در دو مرحله سانتريفوژ كرديم ابتدا با 

ــته  سپس مايع روي لوله را دوباره به مدت ۲۰ دقيقه (براي جدا كردن هس
ــم در اين مرحله ــانتريفوژ كردي ــه مدت ۲۰ دقيقه س ــا  rpm ۱۰۰۰۰ ب mب

ــپس ليزوزمها را به ۲ گروه ــدند س ليزوزمها در انتهاي لوله آزمايش جدا ش
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A transmition electron microscopic study of the effects of Bax protein on hepatic lysosome and its role in 

apoptosis

By: Raji A.R. Dept of Sciences ,Faculty of Veterinary ,Ferdowsi University, Mashhad. Iran and  Yamachita, K. Dept. 
of Anatomy, Facullty of Dentistry, Tokushima University, Tokushima, Japan.
Living cell die in two ways: Necrosis and programmed cell death (apoptosis). Necrosis is considered as an accidental

death of a group of cells in a tissue. However, apoptosis is induced by a variety of stimulating agents (viruses, 

chimicals, etc.) or is programmed in old or embryonic cells. Apoptosis develops as the result of two intracellular 

pathways: Mitochondria and death receptors. In both pathways a group of protein compounds Bax proteins affect 

mitochondria, lysosome, endoplasmic reticulum and Golgi apparatus to induce the release of caspases which in their 

active form induce apoptosis. This study was performed to examine the ultrastractural changes of lysosomes invitro 

at the time of apoptosis .At first lysosomes were isolated from liver using ultracentrifugation, then these agent were 

exposed to Bax proteins at different time points. After fixation, processing, bloking and ultrathin section, the samples 

were imaged by a h-800 Olympus transmition electron microscope. The ultrastructural changes in lysosome, induced 

by Bax proteins were membrane shrinkage, granulation of the matrix and the rupture of membrane. This study defines 

the morphological feature of the changes in the ultra structure of lysosome during apoptosis.

Key Words: Bax Protein, Lysosome, Hepatic cell, Apoptosis, TEM

مقدمه 
ــلول از دوران جنيني به  صورت يك روند طبيعي تا دوره بلوغ كه تحت تاثير عوامل محرك (شيميائي  ــده س  مرگ برنامه ريزي ش
ــد اتفاق مي افتدكه به علت اهميت اين پديده از ساليان پيش، بررسي به  روي مكانيسم مرگ برنامه ريزي شده  ــها…)مي باش ،ويروس

سلول مورد توجه محققين قرار گرفته است.
Kerr در سال ۱۹۷۱   با بستن وريد باب در موش به مطالعه تغييرات ساختماني سلولهاي كبدي پرداخت(۶) . او كوچك شدن 

اندازه سلولها و چين خوردگي غشاء سلول و همچنين متراكم شدن هسته و تكه تكه شدن هسته را مشاهده كرد و سپس Wyllieدر 
سال ۱۹۸۰ وHorvits  در سال ۱۹۸۶ اين تحقيقات را كامل كردند(۱۰،۵).

ــده دچار تغييرات ساختماني مي شود كه به ترتيب عبارتند از : ۱ـ خروج آب از داخل  ــلول در طي فرايند مرگ برنامه ريزي ش س
۳- متراكم گشتن و چروكيده شدن هسته  Chromatin condensation ۲ ـ متراكم شدن كروماتينn (Cell dehydration) سلول
Apoptoti c)۵ ـ متلاشي شدن  سلول و  تبديل آن به اجسام آپوپتوتيك Karyorrhexis ــته ــدن هس ۴- تكه تكه ش Pycnosis

)bodis) كه به وسيله ماكروفاژهاي بافتي و فيبروبلاستها اين اجسام از بين مي روند (۱۲).
Bax به طور غير مستقيم  از  تحقيقات  نشان مي دهد كه عوامل شروع كننده آپوپتوزيس با آزاد كردن تركيبات پروتئيني به نام
c (از  فضاي بين دو لايه غشاء آنها) و يا به طور مستقيم باعث تغيير كاتپسين ها  طريق تاثير بر ميتوكندريها و آزاد شدن سيتوكروم 
(سيستئين پروتئاز ليزوزومها) و تبديل آنها به آنزيمهاي كاسپز(Caspase) مي شوند و اين كاسپزها با تاثير بر غشاء سلول و هسته و 

ارگانلهاي داخل سلول باعث بروز تغييرات ساختماني و فرآيند مرگ برنامه ريزي شده مي شوند (۲، ۱۱).
ــبكه اندوپلاسميك و دستگاه گلژي  ــلول مثل ليزوزومها، ش ــان داد كه  ارگانلهاي داخل س ــال ۲۰۰۱ نش iتحقيقات  Ferriدر س

ــان  ــخ هاي خاص از خود نش ــده پاس ــتند كه در فرآيند مرگ برنامه ريزي ش ــطح داخل خود داراي  گيرنده هاي اختصاصي هس در س
ــاختماني ليزوزومهاي كبد موش را كه تحت تاثير Bax قرار گرفته اند  ــديم كه تغييرات س xمي دهند(۳). لذا در اين تحقيق ما بر آن ش

TEM مورد بررسي قرار دهيم. به وسيله
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... Bax مطالعه اثر پروتئين

تقسيم كرديم: گروه شاهد كه هيچ ماده اي را بر روي ليزوزومها تاثير
نداديم و گروه دوم كهBax را در زمانهاي ۵ و ۱۵ دقيقه بر آنها تاثير
داده و بلافاصله نمونه هاي گروه اول و دوم را طي مراحل زير جهت
ــكوپ الكتروني ترانسميشن آماده كرديم ــي به وسيله ميكروس بررس
(تمام مراحل مربوط به تهيه و جدا سازي  نمونه هاي ليزوزوم و تاثير

Bax بر آنها در دانشكده داروسازي دانشگاه اوزاكا انجام گرفت).

ــد و پارا  ــول گلوتار الدئي ــيله محل ــردن بافت به وس ــت ك ۱nـ : Fixation ثاب

فرمالدئيد٪۲
مرتبه با فسفات بافر ۰/۱ مولار ۴ :Washing  - ۲

Osmium - ۳ : يك ساعت در محلول۰/۲ مولار
Dehydration: با استفاده از الكل به ترتيب ٪۵۰ - ٪۷۰ - ٪۸۰ - ٪۹۰  ۴n ـ    

- ۹۵٪ ـ ۱۰۰٪ هر مرحله ۲ بار به فاصله ۵ دقيقه
۵ ـ Qy۱   ۲: مرتبه به فاصله ۵ دقيقه

ــرار دادن نمونه ها در آن به مدت ۳ روز در داخل انكوباتور  Epon وق ــه ۶n ـ تهي

۶۰ درجه سانتيگراد تا بلوكهاي  Epon كاملاً سفت و آماده برش دادن شود.
۷ ـ تهيه برشهاي نازك به ضخامت ۱۰۰-۵۰ نانو متر(مقاطع طلائي رنگ ) به 

وسيله اولتراميكروتوم و با استفاده از  تيغه الماس
۸ ـ قرار دادن نمونه ها بر روي گريدهاي مسي

۹ـ رنگ آميزي نمونه با اورانيل و سرب 
۱۰ ـ مشاهده و مطالعه ليزوزومها به وسيله ميكروسكوپ الكتروني ترانسميشن  

با بزرگنمائي ۲۰۰۰۰-۱۰۰۰۰ و تهيه تصاوير از نمونه هاي ليزوزوم

مشاهدات و نتايج
ــكوپ الكتروني از دو گروه تهيه  ــات  تصاوير ميكروس       پس از انجام آزمايش
Bax گرديد و مشاهدات حاصله  نشان داد كه در  نمونه هاي شاهد كه از تركيباتx

ــاختمان طبيعي داشتند كه شامل ماده زمينه  ــتفاده نشده بود اكثر ليزوزمها س اس
ــط ليزوزم و غشاء ليزوزمها نيز به طور يكنواخت و صاف در اطراف  يكنواخت در وس

آنها بود (تصوير شماره ۱).
ــاختمان ليزوزمها ايجاد مي  اما با تاثيرBax در زمانهاي مختلف تغييراتي در س
ــاء آنها  چروكيده  ــود  غش ــماره ۲ ديده مي ش گرديد كه همانطور كه در تصوير ش
ــان دهنده   ــت  كه نش ــكافهاي بوجود  آمده اس ــده و در ماده زمينه ش و نامنظم ش

تغييرات اوليه در  غشاء و ماده زمينه داخل ليزوزومها مي باشد .
ــكيل گرانولهاي داخل  ــه قطعه قطعه (تش ــر Bax ، ماده زمين ــا افزايش تاثي xب

ــدند(تصوير  ــخص  ش ــاء ليزوزومها كاملاً از هم جدا و مش ــزوزوم) و دو لايه غش لي
شماره ۳).

ــد گرانولهاي داخل   در آخرين مرحله نيز كه در تعدادي از نمو نه ها ديده ش
ــاق مي افتاد و  ــيار نازك ليزوزمها اتف ــاء بس ــزووم افزايش يافته و پارگي در غش لي

گرانولهاي   داخل ليزوزمها از آن خارج مي شدند (تصوير شماره ۴).
Bax قرار گرفته  ــه تحت تاثير ــاء و ماده زمينه ليزوزومهاي ك xتغييرات در غش

ــي فرآيند مرگ برنامه  Bax بر ليزوزمها در ط ــتقيم ــان دهنده تاثير مس xبودند نش

ــت كه با تاثير  ــده بود  (همانند تاثيراين ماده بر  ميتوكندريها) بديهي اس ريزي ش
ــزوزم و پارگي آنها آنزيمهاي داخل ليزوزم آزاد و باعث نابودي ارگانلها و  Baxبر لي

غشاء داخل هسته مي شوند.
بحث

      مطالعات اخير نشانگر اين است كه  با تاثير محركهاي مختلف (شيميائي و 
Bax در داخل سلول  ــها و …) بر سلولها و با آزاد شدن تركيبات پروتئيني xويروس

اين مواد بر روي ميتوكندريها اثر گذاشته و باعث آزاد شدن  سايتوكرومc و فاكتور 
Apoptotic) از ميتوكندريها شده  Inducing Factor) ايجاد كننده مرگ سلولي
ــتئين پروتئاز ليزوزم باعث مرگ  ــپز  از سيس و اين مواد با فعال كردن آنزيم  كاس

برنامه ريزي شده سلول مي شوند(۴، ۶).
ــان داد كه تركيباتBax علاوه بر تاثير بر ميتوكندريها با تاثير  مطالعات ما نش

تصوير شماره ۱ـ ليزوزومهاي طبيعي با ماده زمينه يكنواخت و غشاء صاف 
(گروه شاهد) بزرگنمائي ۱۵۰۰۰  

NL  :ليزوزم طبيعي 

تصوير شماره ۲ ـ ليزوزوم بعد از تاثيرBax  (غشائ چروكيده و ماده زمينه 
شكاف دار)L ۱۵۰۰۰ :ليزوزم G :گرانول

RER  :شبكه اندو پلاسميك خشن

۱۲
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ــاء و ماده زمينه ليزوزمها شده و باعث  ــتقيماً باعث تغييرات در غش بر ليزوزمها مس
ــري از  ــن آنزيم باعث بوجود آمدن يكس ــده و اي ــدن آنزيمهاي  ليزوزمي ش آزاد ش

تغييرات ساختماني در سلول و شروع پديده مرگ سلولي مي شود.
ــان داده  كه اين ماده  ــات در رابطه با تاثيرات Bax در ميتوكندريها نش xمطالع

ــاء ميتوكندري توانائي ايجاد كانالهاي يوني و سوراخهاي  با ايجاد تغييراتي  در غش
AIF c  و ــايتوكروم ــدن س ــاء دارد كه از آن طريق باعث آزاد ش را در اين غش

ــود(۴، ۷). مي ش
ــده در جدار ليزوزومها و ماده زمينه  ــده تغييرات ايجاد ش در تحقيق انجام ش

تحت  تاثيرBax مشابه تاثير   +Ca۲   بر روي ليزوزوم مي باشد  . 
Bax بر ديگر ارگانلهاي داخل سلول مثل  ــنهاد مي شود كه تاثير xدر آخر پيش

هسته، دستگاه گلژي و شبكه اندوپلاسميك نيز بررسي شود كه نتايج اين تحقيق 
ــناختن مكانيسمهاي مرگ برنامه ريزي شده در داخل  سلول كمك مي كند و  به ش
ــناخت اين مكانيسم ها آنها را متوقف و از مرگ  ــايد بتوان در آينده  نزديك با ش ش

برنامه ريزي شده سلولي جلو گيري كرد. 
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تتصوير شماره ۳ ـ ليزوزوم بعد از تاثيرBax  (غشاء كاملاً دو لايه و ماده زمينه قطعه 
قطعه) .۱۵۰۰۰xو* L :ليزوزم  G :گرانول

RER   :شبكه اندوپلاسميك خشن

تصوير شماره ۴ـ ليزوزوم حاوي گرانول در داخل و غشاء پاره شده
تاثير  Bax) بزرگنمائي ۱۵۰۰۰xو * RL  :ليزوزم پاره شده

۱۳

شماره ۶۲، بهار ۱۳۸۳


