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 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 22-94 ، صفحه4931 بهمن، 2، شماره دهمجهدوره 

 

 خصوصیات الکتروفیزیولوژیکی تک کانال کاتیونی حاصل از الحاق آمفوتریسین بی در غشا 

 دولایه لیپیدی

 
 3*(PhD، حمید سپهری )2(PhD) ، منوچهر اشرف پور1(cMS) طاهره شهمرادی

 

 

 شهید بهشتيدانشگاه علوم پزشكي واحد بین الملل گروه فیزیولوژی، دانشكده پزشكي، -4

 ژی سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي بابلمرکز تحقیقات بیولو-2

 مرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشكي گلستان-9
 

 12/11/49:، پذیرش7/5/49:، اصلاح22/1/49: دریافت

 خلاصه
فاده مي گردد. تشكیل کانال یوني و آمفوتریسین بي آنتي بیوتیک اصلي نوع پلي ین است که بطور وسیع در درمان عفونت های قارچي سیستمیک است :سابقه و هدف

بررسي برخي خصوصیات الكتروفیزیولوژیكي تک کانال  ه منظورمطالعه باین افزایش نفوذپذیری غشاء سلول میزبان یكي از مهمترین مكانیسم های تاثیر این دارو است. 

 .کاتیوني حاصل از الحاق آمفوتریسین بي در غشا دو لایه لیپیدی انجام گرفت

 ء،غشا درو الحاق آمفوتریسین بي لیپیدی پس از تشكیل غشا دولایه . فسفاتیدیل کولین از زرده تخم مرغ تازه استخراج گردید پایه در این مطالعه تجربي ها:روش مواد و

 انجام گرفت.  PClamp10نرم افزار آنالیز جهت تعیین خواص الكتروفیزیولوژیک کانال با. میلي ولت بعمل آمد -14+ تا 14کانال در ولتاژهای  ثبت از فعالیت

میلي ولت دامنه  -14میلي ولت بود. کانال در ولتاژهای مثبت تر فعال تر بود. به این صورت که  در ولتاژ  -92 حدود پتانسیل معكوس کانال آمفوتریسین بي ها:یافته

افزایش یافت.  51/4+ به 14( ولي در ولتاژ 41/4میلي ولت پایین )کمتر از  -94در ولتاژ پیكوآمپر بود. بعلاوه احتمال باز بودن کانال  94+ میلي ولت 14ولي در  2جریان 

 بود. پیكوسیمنس 415±3/1نیز مورد مطالعه کنداکتانس کانال 

ویژگي و رفتار الكتروفیزیولوژیک که از  دهدمي یوني تشكیل کاتفاقد کلسترول هم کانال  فسفاتیدیل کولین وی دولایه لیپیدی حاوی غشا آمفوتریسین بي در گیری:نتیجه

 .وابسته به ولتاژ برخوردار است

 .، کانال کاتیونی، آمفوتریسین بیالکتروفیزیولوژی، فسفاتیدیل کولین :های کلیدیواژه   

 

                                                      
  باشدمي  گرگانعلوم پزشكي  دانشگاه کارشناسي ارشد فیزیولوژیدانشجوی  طاهره شهمرادی پایان نامهاین مقاله حاصل. 

 حمید سپهری  :مقاله لمسئو*
  E-mail: hamsep49@yahoo.com                                                445-92124219 . تلفن:گرگان، دانشگاه علوم پزشكي گلستان، دانشكده پزشكي، گروه فیزیولوژی :آدرس

 مقدمه
پس از شش  که پلي ین است خانوادهآنتي بیوتیک اصلي  تریسین بيآمفو

مورد ن عفونتهای سیستمیک قارچي استاندارد طلایي درمابعنوان دهه هنوز هم 

بطور وسیع برای درمان عفونت های قارچي سیستمیک بعد استفاده قرار گرفته و 

بكار برده  ایدز، بیماری های ویروسي، انگلي، پریوني و نیز شیمي درماني، پیونداز 

وزن مولكولي ای و دارای ساختار میلهمولكول آمفوتریسین بي هر (. 4و2)مي شود 

یک حلقه لاکتون تقریبا مسطح با هفت جفت پیوند بوده و لو دالتون کی 244

های کربوکسیل و آمین است ه دوگانه و زنجیره ای از گروه های آب دوست و گرو

(. 4و9) دنکه معمولا با بخش قندی مولكولهای مجاور خود ترکیب مي شو

ا مشخص دقیقملكرد آمفو تریسین بي ععوامل اثر گذار بر نیز مكانیسم عمل و 

. مهمترین مكانیسم سلولي پیشنهاد شده برای آن، تغییر نفوذپذیری غشاء نیست

(. تعدادی از مونومرهای 4و1و1) باشدبه مواد مختلف مينسبت سلول میزبان 

د. نمي دهتشكیل هم تجمع یافته و کانال یوني را  آمفوتریسین بي در غشا به دور

با نفوذپذیری انتخابي نسبت به آبي غیر های کانال آن در غلظت های پایین تر 

   pHافزایشموجب افزایش انتقال سدیم دهند که علاوه بر تشكیل مي  کاتیونها

 

ممكن است باعث فسفوریلاسیون تیروزین بعلاوه داخل سلولي مي شود، مایع 

ي تشكیل مي دهند که متشكل از بالاتر کانالهایهای زودر دولي  .(1) کینازها گردد

مولكول استرول در یک  8مولكول آنتي بیوتیک و  8در هر نیمه ند و دو نیمه هست

از یک مولكول و گروه یني گیرد. واکنش الكترو استاتیک گروه آملایه غشا قرار مي

ه بکربوکسیل مولكول مجاور با ایجاد پیوند هیدروني موجب اتصال مولكولها 

ور استرول هم . آمفوتریسین بي مي تواند بدون حض(2-44) شودیكدیگر مي 

غلظت بالایي از ولي برای این منظور دهد یوني در غشای مصنوعي تشكیل کانال 

یوني در تشكیل کانال نقشي (. استرول بطور مستقیم 3و44آن مورد نیاز است )

-41) کانال یوني را تسهیل مي نمایدتشكیل ، ساختار غشابا تاثیر بر بلكه  ندارد

تلفیق آمفوتریسین بي با سایر داروها سبب بهتر که  دندهنشان مي یافته ها .(42

رفتار کانال . (42-43) شدن اثر و کاهش عوارض داروهای شیمي درماني مي شود

 توسط عوامل گوناگوني تحت تاثیر قراریوني تشكیل شده توسط آمفوتریسین بي 

فعال سازی فاکتورهای  از طریق. با توجه به این که، آمفوتریسین بي مي گیرد

امروزه در شیمي درماني به عنوان  ادر به القای آپاپتوز است وز قآپاپتوبرنده پیش 
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Electrophysiological Characteristics of Cationic Single-Channel …; T. Shahmorad, et al 

 

 ه تغییرات ولتاژ ( و همچنین این نكته ک43و  48)داروی مكمل به کار مي رود 

کنداکتانس و همچنین ی یوني مي تواند زمان و چگونگي باز و بسته شدن کانالها

هدف بررسي هد لذا مطالعه حاضر با عبوری از کانال ها را تغییر دو دامنه جریان 

تک کانال کاتیوني حاصل از الحاق  كيخصوصیات الكتروفیزیولوژیاز برخي 

 انجام شده است. آمفوتریسین بي در غشا دو لایه لیپیدی 

 
 

 هامواد و روش

مواد مورد استفاده برای استخراج فسفاتیدیل کولین شامل: کلروفرم، متانل، 

آلومینیم، استن و سیلیكاژل از شرکت مرک و مواد مورد  اتر،اتانل، استن، پترولیوم 

 Tris HCl و  KCl  ،KOH،HEPES:استفاده برای ثبت تک کانال شامل

برای تشكیل غشاء لیپیدی دولایه از فسفاتیدیل . از شرکت سیگما خریداری گردید

 کولین استفاده شد. استخرج فسفاتیدیل کولین از زرده تخم مرغ تازه و با روش

Singleton( صورت گرفت24و همكاران ) با استفاده از حلالهای آلي لیپید ، که

زرده از پروتئین ها و پیگمان ها جدا شد. سپس فسفاتیدیل کولین با استفاده از 

ستون کروماتوگرافي از سایر فسفاتید ها جدا گردید. فاز ثابت ستون کروماتوگرافي 

بود.  4:3کلروفرم با نسبت  -متانلآلومینیوم اکساید و فاز متحرک آن محلول 

سنجیده شد.   TLCمیزان خلوص فسفاتیدیل کولین بدست آمده با استفاده از

تحت  و دور از نور ها جمع آوری وفسفاتیدیل کولین استخراج شده در میكرو تیوب

برای . نگهداری گردید درجه سانتي گراد -24گاز ازت تا زمان استفاده در دمای

(. 24استفاده شد )و همكاران   Mullerیه لیپیدی از روشتشكیل غشاء دولا

میلي  21دکان، غلظت  -برای این منظور با حل کردن فسفاتیدیل کولین در ان

میلي لیتر آن بدست آمده و غشای دو لایه لیپیدی با استفاده از سوزن /گرم

میكرومتر که بر  214میكرومتر بر روی منفذی به قطر 414دندانپزشكي به قطر

روی دیواره ای از جنس تفلون که بین دو محفظه سیس و ترانس قرار داشت 

بترتیب حاوی  BLMمحفظه های سیس و ترانس سیستم  تشكیل مي گردید.

میلي مولار کلرید پتاسیم بود. جهت الحاق کانال در غشاء  14و  244غلظت های 

لیتر توسط  میلي گرم در دسي 14دولایه لیپیدی محلول آمفوتریسین بي با غلظت 

یک سوزن دندانپزشكي از طرف محفظه سیس با غشاء تماس داده مي شد تا 

شده و جریان یوني برقرار گردد.  الحاق مي که بطور تصادفي کانال در غشاءهنگا

ثبت الكتروفیزیولوژیكي فعالیت کانال کاتیوني حاصل از آمفوتریسین بي با روش 

صل پس از تقویت توسط دستگاه ثبت تک کانال بعمل آمد. جریانات یوني حا

جهت ثبت فعالیت کانال از الكترودهای نقره  .مي شدمنتقلآمپلي فایر به کامپیوتر 

شد. الكترود متصل به محفظه ترانس ميستفاده ( اAgcl/Ag) و کلرید نقره

الكترود متصل به محفظه سیس برای اعمال ولتاژ تنظیم  الكترود مرجع و بعنوان

ازه گیری جریان عبوری از کانال توسط امپلي فایر بای لایر شده بود. ثبت و اند

ها پس از یک فیلتر انجام گرفت. تمام ثبت (شرکت وارنر BC-535کلمپ )مدل 

نمونه برداری و در  KHz 44 با سرعت نمونه برداری KHz 4 پایین گذر

Axon شرکت Pclamp 44ها از نرم افزارکامپیوتر ذخیره گردید. برای آنالیز ثبت

استفاده گردید. به این صورت که پس از تعیین خط پایه برای شكل بسته و باز  

کانال، دامنه جریان عبوری از کانال بر اساس پیكوآمپر و تعیین احتمال باز بودن 

( از ثبت های با زمان کافي و با مدت یک دقیقه برای هر ولتاژ استفاده po)کانال 

کانال با نرم افزار یوني یتوگرام جریان شد. سپس برای هر ولتاژ آمپلي تود هس

مربوطه رسم گردید. برای تعیین کنداکتانس فعالیت کانال کاتیوني آمفوتریسین بي 

و با استفاده از فرمول  Excelولتاژ با نرم افزار  -پس از رسم منحني رابطه جریان

ه س کانال محاسبنب منحني مزبور به عنوان شاخصي از مقدار کنداکتامربوطه شی

 گردید.

 
 

 یافته ها
پس از تشكیل غشا دولایه لیپیدی و الحاق آمفوتریسین بي در غشا، ثبت از 

 میلي ولت بعمل آمد.  -14+ تا 14فعالیت کانال یوني در ولتاژهای مختلف از 

 -24،  4+، 24+، 14نمونه هایي از ثبت بدست آمده از فعالیت کانال در ولتاژهای 

پتانسیل  شد.نشان داده  4در شكل یستوگرام آنها میلي ولت به همراه ه -14و 

میلي ولت محاسبه گردید. در پتانسیل معكوس  -92 حدودمعكوس فعالیت کانال 

که گرادیان الكتروشیمیایي یون پتاسیم همدیگر را خنثي مي کنند هیچگونه 

مثبت تر از پتانسیل معكوس  . در پتانسیل های(4)شكل جریاني مشاهده نمي شود

مثبت ولي در پتانسیل های منفي تر و  رو به خارج )بطرف محفظه سیس(جریان 

از پتانسیل معكوس جریان رو به داخل )بطرف محفظه ترانس( و منفي برقرار مي 

به پتانسیل تعادلي  به اینكه پتانسیل معكوس فعالیت کانال نزدیک شد. با توجه

بوده و نفوذپذیری قرار دارد لذا کانال کاتیوني  (mV92- =+EK) پتاسیم یون

 زیادی نسبت به یون پتاسیم نشان مي دهد. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
. ثبت از فعالیت کانال آمفوتریسین بی همراه با امپلی تود 1شکل 

هیستوگرام جریان عبوری از کانال در غشا دو لایه لیپیدی در ولتاژهای 

بترتیب برای سیس و ترانس میلي مولار  144و  244محیط حاوی محلول کلرید پتاسیم مختلف. 

 برای هر ولتاژ.                  وضعیت بسته کانال را نشان مي دهد. n=5بود. 

 

نسبت نفوذپذیری پتاسیم ( 22)کاتز  -هوچكین-گولدمنبا استفاده از معادله 

محاسبه گردید که این بدان معني است که در این مطالعه کانال  21به کلر بالای 

وتریسین بي در غشای دو لایه لیپیدی متشكل از فسفاتیدیل یوني حاصل از آمف

برابر نسبت به یون پتاسیم نفوذپذیری انتخابي نشان مي دهد و  21کولین بیش از 
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 و همكاران طاهره شهمرادی؛...الكتروفیزیولوژی تک کانال کاتیوني آمفوتریسین بيخصوصیات 

 

تر نفوذپذیری آن به یون کلر ناچیز است. دامنه این جریان ها در ولتاژهای مثبت

کانال در از طوریكه دامنه جریان عبوری مي یابد بتدریج افزایش  -mV 94از

 94±1/9به  +mV14پیكو آمپر ولي در ولتاژ  -9±4 در سطح -mV24 ولتاژ

کانال کاتیوني حاصل از الحاق آمفوتریسین بي در غشای دو لایه . رسیدپیكوآمپر 

لیپیدی وابستگي به ولتاژ نشان مي دهد و فعالیت کانال دارای رفتار اهمي بوده و 

هد، از نظر الكتروفیزیولوژی رفتار و طرز هیچگونه ویژگي یكسوسازی نشان نمي د

که با افزایش پتانسیل اعمال شده بر کانال به گونه ای بود به ولتاژ  وابستهعمل 

 آنفعالتر شده و دامنه جریانات یوني عبوری از کانال غشا و در ولتاژ های مثبت تر 

انال ولتاژ فعالیت ک -. شیب منحني ارتباط جریان(4)نمودار  افزایش مي یافت

نشان دهنده کنداکتانس کانال است که با استفاده از معادله شیب خط مقدار 

پیكوسیمنس محاسبه گردید. با  154± 34/1کنداکتانس کانال بدست آمده 

میلي ولت میانگین احتمال بودن  -94افزایش پتانسیل اعمال شده بر غشا از سطح 

 -94کانال در ولتاژ  Poار . میانگین مقد(2)نمودار  کانال بتدریج افزایش یافت

میلي ولت احتمال باز بودن کانال به  4میلي ولت ناچیز ولي با افزایش پتانسیل به 

فعالیت  Po+ میلي ولت میانگین مقدار 14تا  4افزایش یافت. با تغییر ولتاژ از  8/4

 .  گردیدحفظ  51/4کانال تغییر نشان نداده و در سطح 

 

 

 

 

 

 

 

 

ولتاژ کانال آمفوتریسین بی در غشای دو لایه  -نرابطه جریا .1نمودار

میلی مول کلرید پتاسیم  51لیپیدی متشکل از فسفاتیدیل کولین در شرایط 

میلی مول کلرید پتاسیم فضای سیس. نقاط  211فضای سیس و 

 (=7n) نمایش داده شده است Mean±SEبصورت

 

 

 

 

 

 

 

وتریسین بی در ولتاژهای رابطه احتمال بازبودن و ولتاژ کانال آمف .2نمودار

 برای هر ولتاژ =7nمربوط به هر ولتاژ بوده و  Mean±SEمختلف. مقادیر 

 
  بحث و نتیجه گیری

به دنبال الحاق آمفوتریسین بي یافته های مطالعه حاضر نشان مي دهند که 

با کانال کاتیوني ی دو لایه لیپیدی متشكل از فسفاتیدیل کولین نوعي غشا در

تخابي نسبت به یون پتاسیم بوجود آمد که کانال مزبور از نظر خواص نفوذپذیری ان

دامنه جریان یوني فعالیت . دهالكتروفیزیولوژیكي رفتار وابستگي به ولتاژ نشان مید

و کانال از  هو نیز احتمال باز بودن آن در ولتاژهای مثبت بیشتر بودمزبور کانال 

ما در  نتایج مطالعه مشابه .استولتاژ خطي برخوردار -منحني رابطه جریان

که آمفوتریسین مطالعات دیگری که در این زمینه انجام گرفت نشان داده شد که 

(. علاوه بر 44و29) بي قادر است درغشاهای فاقد استرول نیز تشكیل کانال دهد

نیز اضافه نمودن آمفوتریسین بي به یک و همكاران  Brutyanمطالعه این در 

کانال انتخابي کاتیوني تک ظرفیتي منجر به تشكیل لین دیل کویغشا فسفاتطرف 

در حالي که با افزودن آنتي بیوتیک به هر دو طرف غشا، کانالهای تشكیل گردید، 

کانال حاصل از انجام شده  ه. در دیگر مطالع(42)یافت آنیوني تغییر  نوع شده به

و  Huang (.5)کاتیوني بود از نوعدر غشا دولایه لیپیدی آمفوتریسین بي 

در فرم مونومر و تجمع یافته مي تواند در بي همكاران نشان دادند که آمفوتریسین 

غشای حاوی ارگسترول کانالهای یوني تشكیل دهد ولي تنها زماني که 

در  ستمي توان ،وجود داشتدر محل آمفوتریسین نسبتا زیاد و به فرم تجمع یافته 

نتایج آنها نشان داد که فرم  (.44) دهد یوني غشای فاقد استرول تشكیل کانال

آمفوتریسین بي نقش مهمي در شكل دادن کانال های یوني در غشاء فاقد استرول 

برای که نشان داد و همكاران  Venegas نتایج تحقیقبازی مي کند. همچنین 

کانال در این غشا مقدار قابل توجهي از آمفوتریسین بي مورد نیاز تشكیل 

از کاتیوني حاصل کانال  کنداکتانسشاهده شد میزان . همانطور که م(29)است

 154±34/1فسفاتیدیل کولین غشای دولایه لیپیدی متشكل از آمفوتریسین بي در 

ی درغشاکنداکتانس کانال و همكاران  Cohenدر مطالعهولي پیكوسیمنس بود. 

که . (21) پیكو سیمنس بود 1/91±3/9فاقد کلسترول حاوی فسفاتیدیل کولین 

افته با نتایج بدست آمده از مطالعه ما در تناقض قرار دارد. ممكن است این ی

نسبت  ثبتمحیط مطالعه و ولتاژهای  pHبخشي از این تفاوت را به اختلاف در 

میلي ولت انجام شد. در مطالعه  244و ولتاژ  =8pHآزمایشات آنها در داد چرا که 

Brutyan  5یسین بي در میزان هدایت کانال آمفوتر نیز و همكارانpH=  برابر

 -افزودن آمفوتریسین به یک طرف غشاء حاوی کلسترول و پیكوسیمنس بود 1/2

پیكوسیمنس و در غشاء حاوی  41کانالي با حداکثر هدایت  ،فسفولیپید

نمود، بر اساس نتایج مطالعه پیكوسیمنس ایجاد  1/5تا  2فسفولیپید  -ارگوسترول

وسیمنس کانال های آمفوتریسین درغشا دی پیك 44کم تر از  کنداکتانس مزبور 

به طول عمر کوتاه آنها نسبت داده شده  پالمیتیل فسفاتیدیل کولین فاقد کلسترول

 تواند مي بي آمفوتریسین که داد این پژوهش نشان بطور کلي نتایج .(42) است

با نفوذپذیری  کاتیوني نوعي کانال هم کلسترول فاقد کولین فسفاتیدیل درغشا

فعالیت الكتروفیزیولوژیک آن وابستگي شدیدی  که دهد بي به پتاسیم تشكیلانتخا

کنداکتانس، دامنه جریان و نیز  به ولتاژ نشان مي دهد. به این صورت که میزان

Po  و فعالیت کانال بطور قابل ملاحظه ای در پتانسیل های مثبت تر اعمال شده

 به سمت سیس کانال افزایش مي یافت.

 
 

 رتقدیر و تشک
 علوم پزشكي گلستان دانشگاه تحقیقات و فناوریمعاونت بدینوسیله از 

پزشكي  دانشكده همچنین از معاونت پژوهشي ،جهت حمایت مالي از این تحقیق

 و قدرداني  تشكر ،این تحقیق جهت همكاری در همكاران گروه فیزیولوژیو 
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Amphotericin B (AmB) is the main antibiotic of polyene type, which is widely 

used in the treatment of systemic fungal infections. One of the key mechanisms of this drug is the formation of ion 

channels and increasing permeability of the host cell membranes. This study was conducted to evaluate some of the 

electrophysiological characteristics of cationic single-channel formed by the incorporation of AmB in bilayer lipid 

membrane (BLM). 

METHODS: In this experimental study, phosphatidyl choline was extracted from fresh egg yolk. After the formation 

of BLM and the incorporation of AmB in the membrane, the channel activity was recorded through +40 to -40 millivolt 

(mV) voltages. Data analysis was conducted using PClamp10 software to determine the electrophysiological 

characteristics of the channel. 

FINDINGS: Reverse potential of Amphotericin B ion Channel was-36 mV. The Channel activity was more in such 

positive voltages. This means that in voltage -40 mV the current amplitude was 2 Pico Ampère but in voltage +40 mV 

reach to 30 Pico Ampère. In addition, the channel open probability at voltage -30 mV voltage was low (less than 0.15) 

but increased to 0.75 in voltage +40 mV. The channel conductance was also 157±4.9 Picoseimence. 

CONCLUSION: AmB forms cationic channels in BLMs with phosphatidylcholine and without cholesterol. This 

channel has voltage-dependent electrophysiological characteristics and behaviors. 

KEY WORDS: Electrophysiological, Phosphatidylcholine, Amphotericin B, Cationic channel. 
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