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ها و  ولي، جداسازي سلولي هضم ماتريكس خارج سلرا كلاژنازها ب، خصوصاًپروتئوليتيكهاي  آنزيم :زمينه و هدف
م كلاژنازها در منابع باكتريايي يا كلات تخليص و مقدار كبا توجه به مش .گيرند كشت اوليه مورد استفاده قرار مي

ه ك در اين مطالعه اكتينيدين همين جهت  به.ها اهميت دارد و كم هزينه اين آنزيم جانوري، يافتن منابع جديد
هاي  مخلوط مناسبي از آن و تريپسين براي جداسازي سلول ي است، تخليص شد ويوكين ميوه ئترين پروت فراوان

هاي اندوتليال آئورت با استفاده از محلول هضمي  سلول: روش بررسي .ار رفتك هاندوتليال آئورت موش صحرايي ب
گرم در   ميلي4/2 و 2/1، 6/0، 3/0(و تريپسين ) ليتر گرم در ميلي  ميلي16 تا دو(هاي متفاوت اكتينيدين  شامل غلظت

هاي  سلول. كشت داده شدند DMEMجدا شدند و در محيط كشت )  دقيقه90 تا 15(هاي مختلف  در زمان) ليتر ميلي
كمك  آميزي ايمونوسيتوشيمي شناسايي شدند و درصد بقا به واسطه خصوصيات مورفولوژيك و رنگ هجداشده ب

همراه تريپسين با غلظت  ليتر به گرم در ميلي  ميلي10نيدين در غلظت اكتي :ها يافته .آزمون تريپان بلو تخمين زده شد
درصد . هاي اندوتليال آئورت موش صحرايي را جدا كند  دقيقه توانست سلول60مدت  ليتر به گرم در ميلي  ميلي2/1

اهيت خصوصيات مورفولوژيك و ايمونوسيتوشيمي م. تخمين زده شد% 90هاي ذكر شده در اين شرايط  بقاي سلول
ها نشان داد كه مخلوط بهينه  يافته: گيري  نتيجه.هاي اندوتليال را تأييد نمود عنوان سلول هاي جدا شده به سلول

اي مناسب و جديد براي  هاي جدا شده نداشته و گزينه اكتينيدين و تريپسين اثرات سمي محسوسي بر سلول
  .هاي اندوتليال آئورت موش صحرايي است جداسازي سلول

  .هاي اندوتليال، آئورت، موش صحرايي، كلاژناز اكتينيدين، تريپسين، سلول: ليديكت لماك
 

  
نام  ها توسط يك لايه سلولي به ها و مويرگ سرخرگها،  سياهرگ

شوند كه ارتباط   مفروش مي(Endothelial cells) هاي اندوتليال سلول
ها در حفظ هموستاز بدن،  اين سلول. رندها و خون را به عهده دا بافت

تبادل مواد، نفوذ پذيري عروق و تنظيم اعمال مهمي همچون آنژيوژنز 
هاي اندوتليال  علاوه سلول ه ب1-3.و فشار خون نقش كليدي دارند

داراي اعمال حياتي ترشحي، توليدي، متابوليك و ايمونولوژيك 
ف بدن و حتي  اعضاي مختلعروقهاي اندوتليال   سلول4.هستند

عنوان  به. ردهاي متفاوتي هستندك عضو داراي عملكنواحي متفاوت ي
، هاي اندوتليال سياهرگ و سرخرگ از نظر پتانسيل ميتوزي مثال سلول

، ذخيره ليپيد در سيتوپلاسم، (Substratum)تمايل به لايه زيري 
  هاي   و قابليت بقا تفاوتشگاهيـآزمايهاي  حساسيت نسبت به روش

  

هاي آزمايشگاهي  نتيجه اين ناهمگوني، طراحي مدل  در5.دي دارندزيا
هاي  شت سلولك نيازمند جداسازي و محيط آزمايشگاهيتر در  واقعي

هاي  شت سلولكهاي  كنيك ت6.ها است اندوتليال از انواع بافت
رد اين كيات عملي و بررسي جزآزمايشگاهياندوتليال در محيط 

هاي اندوتليال  شت سلولك 7-9.افتترش يس گ1970ها از سال  سلول
ولي، كهاي خاص سلولي و مل انيسمكشرايط را براي مطالعه م

. سازد فيزيولوژي، پاتوفيزيولوژي، فارماكولوژي و آنژيوژنز مهيا مي
 مدل آزمايشگاهي كهاي اندوتليال آئورت موش صحرايي ي سلول

عنوان  بهها  اين سلول. باشد مناسب براي مقايسه با محيط درون تن مي
مدلي براي مطالعه آترواسكلروزيس و محصولات سنتز شده توسط 

ها براي  همچنين از اين سلول 10.گيرند اندوتليوم مورد استفاده قرار مي
هاي  رد سلولكز خون بر عملكبررسي اثرات نوسانات سطوح گلو

مقدمه

 
  153-161،  1389 خرداد، 3 ، شماره 68 تهران، دوره يكپزش ي، دانشگاه علومكده پزشكمجله دانش
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     و همكارانمهوش حصاري      
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شت استفاده كانيسم اثرات آن در محيط كاندوتليال آئورت و م
ار آمد و مؤثري براي كهاي  دنبال روش اين بايد بهبنابر 11.شود مي

ه اين كها بود  هاي اندوتليال از انواع رگ شت سلولكجداسازي و 
ردي همانند ك خواص عملآزمايشگاهيها بتوانند در محيط  سلول
لازمه جداسازي . شرايط درون تن داشته باشند هاي اندوتليال در سلول
ه كس خارج سلولي است ك ماتريهاي مختلف، تجزيه ها از بافت سلول

ها و  ينياي مختلف، گليكوپروت هاي رشته ينيشامل پروت
هاي  ينيترين پروت ها به عنوان فراوان كلاژن. ها است پروتئوگليكان

. ها هستند ينيماتريكس خارج سلولي، گروهي ناهمگوني از پروت
جيره ه بر اساس ساختار و اندازه زنك نوع كلاژن وجود دارد 27تقريباً 

 اجزاي اصلي ديواره آئورت شامل 12.اند آلفا و توزيع بافتي تقسيم شده
هاي الاستين  رشته هاي عضلاني صاف و لاژن، سلولكانواعي از 

ه در ديواره آئورت حضور دارند از نوع كاي  هاي عمده  كلاژن13.است
I و IIIها  لاژن داربستي را براي اتصال سلولك فيبرهاي 14. هستند

علاوه، خصوصيات  ه ب15.نندك ها را حفظ مي ل بافتك ش وردهكفراهم 
ها از جمله عروق خوني بزرگ به جهت حضور   اغلب بافتكالاستي
كلاژنازها تنها . هاي الاستيك در فضاي خارج سلولي است رشته
هاي پپتيدي را در نواحي ده قادرند پيونكهايي هستند  آنزيم
شده  كلاژنازهاي شناخته 16و17.هاي سه تايي كلاژن برش دهند مارپيچ

كلاژنازهاي باكتريايي كه معمولاً هر زنجيره پلي پپتيدي ) 1عبارتند از 
كلاژنازهاي مهره ) 2دهند، و  كلاژن را در چندين جايگاه برش مي
اي از هر سه زنجيره آلفا ايجاد  داران كه يك برش در جايگاه ويژه

اهي است كه متعلق به اكتينيدين يك سيستئين پروتئاز گي 18.كنند مي
 براي 1959اين آنزيم در سال . خانواده پاپائين از تيول پروتئازها است

 در چند مطالعه به هدف 19. معرفي گرديدArcusاولين بار توسط 
بررسي فعاليت كلاژنازي اين آنزيم، اثرات هيدرولازي اكتينيدين بر 

 Morimoto براي مثال، 20-22.اشكالي از كلاژن گزارش شده است
سوبسترايي ) كلاژن هيدروليزشده با پپسين(گزارش كرد كه آتلوكلاژن 

مصطفايي نشان داد كه  22.براي اكتينيدين در شرايط اسيدي است
 را در شرايط بافري بازي IIو  I هاي نوع اكتينيدين قادر است كلاژن

 و انتخاب مناسبي براي جداسازي و 23ضعيف و خنثي هيدروليز كند
ها از كبد و  ي اندوتليال از بند ناف انسان، هپاتوسيتها كشت سلول

اكتينيدين را  23و24.هاي اپيتليال تيموسي از موش صحرايي است سلول
هزينه از ميوه كيوي جدا و  توان در مقادير بالا با روشي ساده و كم مي

م ك با توجه به پيچيده بودن مراحل تخليص و مقادير .تخليص نمود
تنهايي يا همراه  تريايي يا جانوري، اكتينيدين بهك باكلاژنازها از منابع

ها  ساير پروتئازها گزينه مناسبي براي جداسازي انواع مختلف سلول
اي  همين جهت در مطالعه حاضر براي اولين بار مخلوط بهينه به. است

 سرين پروتئاز حيواني شناخته كه يكاز آنزيم اكتينيدين و تريپسين 
هاي اندوتليال آئورت  شت سلولكي و شده است، براي جداساز

  .ار رفتك هموش صحرايي ب
  

  
 در مركز تحقيقات 1387- 1388هاي  ه تجربي بين سالاين مطالع

 مواد مورد استفاده شامل .انجام گرديدرمانشاه كي كبيولوژي پزش
DTT ژناز ، كلا)، آلمانشركت اپليكم(، استرپتومايسين و پني سيلين
بادي ضد فاكتور ون ويلبراند از  آنتي ، تريپسين،IV ،EDTAنوع 

بادي  ، آنتي(Anti-von-willebrand factor from rabbit) خرگوش
 Goat anti-rabbit)  خرگوش كونژوگه با آنزيم پراكسيدازIgG ضد

IgG-HRP) آمريكاشركت سيگما( و سوبستراي دي آمينوبنزيدين ،( ،
 درصد تريپان بلو و سرم جنين 4/0ل ، محلوDMEMمحيط كشت 

 درصد اسيد پنج، محلول )، هلندشركت گيبكو ((FCS)گاو 
 استون -متانول(، محلول ثبوت (PBS)سولفوريك، بافر فسفات نمكي 

، )، آلمانشركت مرك(، سيستئين و پراكسيد هيدروژن )3:1نسبت  به
DEAE ي هاي صحراي موش. بودند) ، آمريكاشركت فارماسيا( سفارز

 موش سفيد نژاد ويستار  سر40شامل   تحقيقمورد استفاده در اين
(Wistar) گرم بودند كه از موسسه تحقيقاتي 200-250 با وزن 

تهيه و در حيوان خانه دانشكده داروسازي  كرجسازي رازي  سرم
  .دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه نگهداري شدند

 Hardman  وBolandاكتينيدين براساس روش : تخليص اكتينيدين
طور خلاصه بخش  ه ب25.با بعضي تغييرات از ميوه كيوي خالص شد

اشباع از عصاره كيوي جدا و % 60آنزيمي توسط سولفات آمونيوم 
  . سفارز خالص گرديدDEAEدر ستون تعويض يون ستون 

ين با روش يغلظت پروت: ينيغلظت پروت سنجش خلوص و
Bradford26 عنوان استاندارد   گاوي بهو با استفاده از آلبومين سرم

دست آمده با روش  هبررسي خلوص آنزيم ب. تخمين زده شد
بر اساس روش ) PAGE-SDS (الكتروفورز در ژل پلي اكريل آميد

  .لاملي انجام شد

  بررسيروش
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روش  فعاليت آنزيم اكتينيدين به: تعيين فعاليت آنزيم اكتينيدين
Bolandو  Hardmanنزيم در  براي اين كار فعاليت آ25. تعيين شد
 N-α-Cbz-L-Lys نانومولار در حضور سوبستراي صناعي 50غلظت 

P-Nitrophenyl Ester ميكرو مولار در بافر فسفات 300 با غلظت 
مولار و   يك ميليEDTAدر حضور ) =5/6pH(مولار   ميلي20سديم 
  .گيري شد  اندازهCº 25دماي 

 :هاي اندوتليال آئورت موش صحرايي كشت سلول جداسازي و
، دي تيو EDTA mM4 براي افزايش فعاليت آنزيم اكتينيدين به آن

 در pHو   اضافه شدmM4/0 و سيستئين mM (DTT)2 تريتول
ابتدا حيوان با استفاده از اتر بيهوش .  تنظيم شد2/7-4/7محدوده 

پس از چند بار . سينه باز شد و آئورت خارج گرديد شد، سپس قفسه
كمك پنس جدا  ، ادونتين به(PBS)شستشو با بافر فسفات نمكي 

كمك تيغ جراحي يك برش طولي در آئورت ايجاد گرديد  به. گرديد
هضم آنزيمي در . متري بريده شد  ميلي1-2و آئورت به قطعات 

 ابتدا اثر كلاژناز نوع بدين ترتيب كه. شرايط مختلف صورت گرفت
IV غلظت ليتر همراه با تريپسين با  گرم در ميلي  ميليچهار با غلظت
اي تغييرات   با پارهBlose5 ليتر مطابق روش گرم در ميلي  ميلي2/1

تنهايي مورد  سپس اثر اكتينيدين و تريپسين هريك به. انجام شد
بررسي قرار گرفت و بعد از آن اثر مخلوط اكتينيدين و تريپسين در 

  .هاي اندوتليال آئورت بررسي شد جداسازي سلول
هاي مختلف  غلظت قطعات آئورت در: بررسي اثر آنزيم اكتينيدين

هاي مختلف  و زمان) ليتر گرم در ميلي  ميلي2-16(آنزيم اكتينيدين 
هم خوردن  ه در حال ب درجه37 دقيقه در انكوباتور 90 تا 15

هاي مختلف نمونه در زير ميكروسكوپ  در زمان. نگهداري شدند
در نهايت هضم متوقف شد و قطعات آئورت . معكوس بررسي شد

 دور در دقيقه 3000 دقيقه در سهمدت  نمونه به. رج شدخا
% 20  حاويDMEM رسوب سلولي در محيط كشت. سانتريفيوژ شد

FCS100(و استرپتومايسين ) ليتر  واحد در ميلي100( ، پني سيلين 
 چهارحالت تعليق در آمده و در پليت  به) ليتر ميكروگرم در ميلي

 درجه با 37و در انكوباتور خانه پوشيده از كلاژن كشت داده شده 
5 %2CO2% 95  وO نگهداري شد .  

روند ذكر شده در بالا تكرار شد و  :آنزيم تريپسين بررسي اثر
هاي  دست آمده تحت تأثير آنزيم تريپسين با غلظت هقطعات آئورت ب

 15هاي مختلف  ليتر در زمان گرم در ميلي  ميلي4/2 و 2/1، 6/0، 3/0

هم  ه درجه در حال ب37ت و در انكوباتور  دقيقه قرار گرف90تا 
هاي مختلف نمونه در زير  در زمان. خوردن نگهداري شد

در نهايت هضم متوقف، قطعات . ميكروسكوپ معكوس بررسي شد
 دور در دقيقه 3000 دقيقه در سهمدت  آئورت خارج و نمونه به

  .سانتريفيوژ شد و رسوب سلولي بررسي گرديد
روند ذكر شده در بالا  :يدين و تريپسينبررسي اثر مخلوط اكتين

دست آمده تحت تأثير محلول هضمي  هتكرار شد و قطعات آئورت ب
گرم در   ميلي16 تا دو(هاي متغيري از آنزيم اكتينيدين  حاوي غلظت

 4/2 و 2/1، 6/0، 3/0هاي  و آنزيم تريپسين با غلظت) ليتر ميلي
 37دقيقه در انكوباتور  90 تا 15هاي  ليتر و زمان گرم در ميلي ميلي

هاي مختلف  هم خوردن نگهداري شد و در زمان هدرجه در حال ب
پس از طي زمان . نمونه در زير ميكروسكوپ معكوس بررسي شد
 دقيقه در سهمدت  انكوباسيون، هضم متوقف شد و مخلوط سلولي به

 DMEM رسوب در محيط كشت.  دور در دقيقه سانتريفيوژ شد3000
و ) ليتر  واحد در ميلي100(  پني سيلين،FCS% 20 حاوي

به حالت تعليق در آمده ) ليتر  ميكروگرم در ميلي100(استرپتومايسين 
 خانه پوشيده از كلاژن كشت داده شده و در چهارو در پليت 

  .نگهداري شد 2O% 95  و2CO% 5 درجه با 37انكوباتور 
: ييهاي اندوتليال جدا شده از آئورت موش صحرا شناسايي سلول

ژيك و هاي اندوتليال از شواهد مورفولو براي شناسايي سلول
روش . آميزي اختصاصي ايمونوسيتوشيميايي كمك گرفته شد رنگ

ايمونوسيتو شيميايي براساس تشخيص فاكتور ون ويلبراند در 
كمك محلول  ها به براي اين كار سلول.  اندوتليال بودهاي سلول
.  ميكرو پليت تثبيت شدنددر كف) 3:1به نسبت ( استن -متانول

بادي عليه فاكتور ون ويلبراند تهيه  آنتي( بادي اوليه كمك آنتي سپس به
بادي  آنتي(بادي ثانويه   و آنتي1000/1با رقت ) شده در خرگوش

 و 500/1با رقت )  خرگوش كونژوگه با پراكسيدازIgGبزي عليه 
اكتور ون سوبستراي دي آمينو بنزيدين و پراكسيد هيدروژن، وجود ف

  . ها مورد ارزيابي قرار گرفت ويلبراند در اين سلول
 شستشو داده شدند و PBSهاي جدا شده با  سلول: ارزيابي ميزان بقا

 ميكروليتر از محلول 50. حالت تعليق درآمدند مجدداًًًًًًً در اين بافر به
 دو ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي مخلوط و 100تريپان بلو با 

 دماي اتاق نگهداري شد سپس مخلوط سلولي براي سنجيدن دقيقه در
  .با فرمول مربوطه مورد ارزيابي قرار گرفت ها مطابق درصد بقاي سلول
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در بررسي اثر آنزيم كلاژناز و تريپسين مشخص شد كه آنزيم 
ين با ليتر همراه با تريپس گرم در ميلي  ميليچهاركلاژناز با غلظت 

 دقيقه 90قادر است در مدت زمان  ليتر گرم در ميلي  ميلي2/1غلظت 
 90هاي جدا شده  درصد بقاي سلول. هاي اندوتليال را جدا كند سلول

براي يافتن غلظت مناسب آنزيم پروتئاز و  .درصد محاسبه گرديد
هاي اندوتليال آئورت موش  زمان لازم براي جداسازي سلول

گرم در   ميلي2-16تلف آنزيم اكتينيدين از هاي مخ غلظت صحرايي،
 دقيقه مورد بررسي قرار 90  تا15هاي مختلف از  ليتر و زمان ميلي

گرم در   ميلي10هاي كمتر از  ج نشان داد كه در غلظتينتا. گرفت
هاي جدا شده بسيار كم  ليتر از آنزيم اكتينيدين تعداد سلول ميلي

ليتر ميزان بقاي  رم در ميليگ  ميلي10هاي بالاي  هستند و در غلظت
در رابطه با اثر آنزيم تريپسين با .  درصد است80ها كمتر از  سلول
هاي  ليتر در زمان گرم در ميلي  ميلي4/2 و 2/1، 6/0، 3/0هاي  غلظت

 دقيقه، سوسپانسيون هضمي در زير ميكروسكوپ 90 تا 15مختلف 
اين . ه بوددر اين شرايط ظاهراً سلولي جدا نشد. معكوس بررسي شد

با توجه به . شد ولي رسوبي در بر نداشت سوسپانسيون سانتريفيوژ
دست آمده در اين دو آزمون كه بيانگر ضعيف بودن عملكرد  هنتايج ب

 ليتر و گرم در ميلي  ميلي10هاي كمتر از  آنزيم اكتينيدين در غلظت
هاي  هاي ذكر شده در جداسازي سلول عدم توانايي تريپسين با غلظت

دوتليال آئورت بود، تركيبي از اين دو آنزيم براي جداسازي ان

در بررسي اثر مخلوط . هاي اندوتليال مورد استفاده قرار گرفت سلول
گرم در   ميلي10آنزيم اكتينيدين و تريپسين نتايج نشان داد كه غلظت 

ليتر  گرم در ميلي  ميلي2/1ليتر آنزيم اكتينيدين همراه با غلظت  ميلي
هاي اندوتليال آئورت را   دقيقه قادر است، سلول60مدت  رتريپسين د

با توجه به . هاي سلولي جدا كند با حداقل آلودگي با ديگر جمعيت
هاي جدا شده در  نتايج حاصل از شمارش سلول، درصد بقاي سلول

هاي  مرفولوژي سلول.  درصد تخمين زده شد90شرايط ذكر شده 
ها ابتدا  اين سلول. سي شدجداشده در زير ميكروسكوپ معكوس برر

تدريج  در اواخر روز اول به. صورت شناور بودند هدر محيط كشت ب
 1شكل (ها به كف پليت چسبيدند  نشين شدند و تعدادي از آن ته

  ).Aقسمت 
هاي زنده و سالم ظاهري دوكي شكل پيدا  در روز دوم و سوم سلول

 1 شكل(تر ساختند  كردند و اتصال خود به كف پليت را محكم
آميزي ايمونوسيتوشيميايي بر  رنگ). A قسمت 2 و شكل Bقسمت 

هاي جدا شده و چسبيده به كف ميكروپليت پس از تثبيت  روي سلول
نتايج نشان داد كه . ها با محلول متانول، استن انجام شد سلول
هاي چسبيده به كف ميكرو پليت از نظر وجود فاكتور ون  سلول

 از افزودن سوبستراي پراكسيداز به ويلبراند مثبت هستند و پس
هاي  گيرند كه مؤيد وجود سلول اي به خود مي ها، رنگ قهوه چاهك

آميزي  نتايج حاصل از رنگ ).B قسمت 2 شكل( اندوتليال است
هاي جدا شده از درصد  ايمونوسيتوشيميايي نشان داد كه سلول

  . درصد برخوردار هستند90خلوص بالاي 
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ميكروسكوپ ( ساعت پس از جداسازي  چهار:A     و تريپسينآنزيم اكتينيدينمخلوط  با  جدا شدههاي اندوتليال آئورت موش صحرايي رفولوژي سلولوم :1-شكل
  )×400نمايي ميكروسكوپ معكوس با بزرگ(  ساعت پس از جداسازيB: 24 و )×100نمايي معكوس با بزرگ

 هايافته

A B
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 اندوتليال آئورت موش ت كشو تريپسين برايكتينيدين ميوه كيوي  اةآميز
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ميكروسكوپ معكوس با (  ساعت پس از جداسازيA: 72     و تريپسين اكتينيدينميزه با آ جداشده اندوتليال آئورت موش صحراييهاي رفولوژي سلولوم: 2-شكل
  )×400 نمايي ميكروسكوپ معكوس با بزرگ(آميزي ايمونوسيتوشيميايي  از رنگ پس: B. )×400 نمايي بزرگ

  

  
  

يوي به وفور يافت كه در ميوه كوتئاز است نيدين يك تيول پراكتي
ردي قابل توجهي با ك اين آنزيم تشابهات ساختاري و عمل27.شود مي

 اثر اكتينيدين 28-30.ين دارديديگر تيول پروتئازهاي گياهي همچون پاپا
روي سوبستراهاي طبيعي و سنتزي در چندين مطالعه مورد بررسي 

 فعاليت كلاژنازي اين پروتئاز  و چند مطالعه17و31و32قرار گرفته است
ه عصاره ك نشان داد Ohyama  براي مثال20-22و33.اند را بررسي نموده

مدت  ، در=3pH و Cº 27ناخالص اكتينيدين قادر است در دماي 
 Wada 20. دقيقه كلاژن تاندون و پوست موش را هضم كند60زمان 

 Cº 20  و دمايشش و pH 3/3ه اكتينيدين قادر است در كنشان داد 
ه قسمت كرسد  نظر مي ند و بهككلاژن تاندون آشيل گاو را هضم 

مصطفايي آنزيم  33.اعظم قطعات پپتيدي، حاصل هضم الاستين باشد
م هزينه از چهار واريته مختلف كيوي كاكتينيدين را با روشي ساده و 

 Iه اكتينيدين قادر است دو نوع كلاژن نوع كخالص نمود و نشان داد 
ند ولي در بافرهاي اسيدي خصوصاً ك هضم 5/8 و pH7 ر را دII و

 34و35.اثر محسوسي ندارد  بر روي اين سوبستراهاpH4استات با  بافر
 Iطور مؤثرتري كلاژن نوع  هه اكتينيدين بكها نشان دادند  علاوه آن هب

ند و قادر است كلاژن را در چندين جايگاه ك  هضم ميIIرا نسبت به 
ه اكتينيدين احتمالاً مشابه كگر آن بود  نمايان اين نتايج 23.ندكبش

 داراي II و Iهاي كلاژن نوع  رشته. ندك تريايي عمل ميككلاژنازهاي با
. ها هستند هايي براي اتصال ديگر انواع فيبرها و پروتئوگليكان جايگاه

 و جداسازي كيكان تفكبنابراين با تجزيه اين دو نوع اصلي كلاژن ام

ه پاپائين تحت شرايط ك گزارش شده 36و37.رددگ ها فراهم مي سلول
 در مطالعه 38.خنثي فعاليت هيدرولازي خوبي روي الاستين دارد

 پاپائين نسبت به كلاژن، فعاليت هيدرولازي بيشتري روي ،ديگري
 از طرفي آناليز ساختار سه بعدي اكتينيدين و پاپائين 39.الاستين دارد

- رغم تفاوت  علي30.و آنزيم استد از تشابه زياد اين يك حاxبا اشعه 
 اين احتمال 40،كه بين جايگاه فعال اين دو آنزيم وجود دارد هايي 

تريپسين . ه اكتينيدين نيز قادر به هضم الاستين باشدكوجود دارد 
ها و پپتيدها، پيوند آميدي را  ينيه در پروتكيك سرين پروتئاز است 

ن و آرژنين هيدروليز هاي ليزي در سمت انتهاي كربوكسيل باقيمانده
ه فعاليت كين پروتئاز است ي سيستكاز طرفي اكتينيدين ي. ندك مي

استرازي و پپتيدازي از خود نشان داده و پيوندهاي استري و آميدي 
توان گفت اين دو   مي41.كند را در سمت باقيمانده ليزين هيدروليز مي

م داشته آنزيم قادرند در هيدروليز پيوندهاي پپتيدي اثر سينرژيس
دهد  هاي ليزين و آرژنين را برش مي تريپسين بعد از باقيمانده. باشند

 سرين پروتئازها مثل تريپسين، 42.شود ه در الاستين هم ديده ميك
كيموتريپسين و الاستاز در جايگاه فعالشان به يك سرين نياز داشته و 

هاي  لهاي الاستيك پ  بين رشته43.مكانيسم مشابهي براي كاتاليز دارند
-ه رشتهكسازند  ها ژلي مي پروتئوگليكان. پروتئوگليكاني وجود دارد

 در آن قرار گرفته و براي پايداري ماتريكس كهاي كلاژن و الاستي 
يني ي تريپسين قادر است هسته پروت44.ند هستخارج سلولي لازم

 در نتيجه باعث شكسته شدن ارتباط 45.ها را هضم كند پروتئوگليكان
 ماتريكس كانيكاي الاستيك و تغيير خصوصيات و مه بين رشته

رد بهتر اكتينيدين فراهم كگردد و زمينه را براي عمل خارج سلولي مي

بحث

A B 
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عنوان شيلات در  به (EDTAسازگاري اكتينيدين و تريپسين با . ندك مي
اري اين دو آنزيم براي كهاي هم از ديگر مزيت) شل نمودن بافت

با  Khan. ها است س بافتك ماترياهداف مورد نظر از جمله تجزيه
ه دراينتيماي آئورت كديواره شريان موش صحرايي نشان داد مطالعه 

 نامشخص بوده و لايه الاستيك (Subendothelial)لايه زير اندوتليال 
غلاف مدياي آئورت شامل فيبرهاي عضله . آن حالت مواج دارد

 ادونتيتيا اند و غلاف حالت مدور آرايش يافته ه بهكاسكلتي است 
اي ديگر   در مطالعه46.شامل فيبرهاي كلاژن و الاستيك است

 IIIو  Iنوع  ه كلاژن غالب در ديواره آئورت ازكمشخص شده است 
هاي اندوتليال آئورت از  لي براي جداسازي سلولكطور  ه ب14.است

 تكنيك كاشت جمله از :هاي مختلفي استفاده شده است  تكنيك
 در بعضي 47و48.قطعات آئورت در ماتريكس كلاژن و ياماتريژل

ي همچون خراشيدن سطح لومينال كانيكهاي م مطالعات هم از روش
ها استفاده شده  ردن سلولكآئورت همراه با هضم آنزيمي براي جدا 

هاي اندوتليال گزينه  جهت صدمات احتمالي به سلول  كه به49و50است
 كنيكت. ها نيست انجام تحقيقات بر روي اين سلولمناسبي براي 

ار برده ك ها به سلول ه براي جداسازي اينكديگر هضم آنزيمي است 
به جهت مقاوم بودن بافت اندوتليال آئورت براي جداسازي . شود مي

هاي اندوتليال، معمولاً استفاده از يك مجموعه آنزيمي نتايج  سلول
هاي اندوتليال آئورت با  سلولجداسازي . بهتري به دنبال دارد

 كلاژناز و 13و54، كلاژناز و ديسپاز2و52و53، كلاژنازها51،پاپائين
 صورت گرفته كه نتايج مختلفي از 5 و كلاژناز و تريپسين55و56الاستاز

 Lincoln .نظر تعداد سلول جداشده و ميزان بقا داشته است
اشت ك كينك هضم آنزيمي كلاژناز و تكنيكزمان از ت صورت هم هب

هاي  قطعات آئورت در ماتريكس كلاژن، براي جداسازي سلول
 با توجه به اثرات تردكنندگي گوشت 57.اندوتليال آئورت استفاده كرد

و احتمالاً الاستازي اين پروتئاز  23اكتينيدين و خصوصيات كلاژنازي
و در نظر گرفتن اين مسأله كه كلاژن موجود در ماتريكس خارج 

 در اين 14، استIII و Iش صحرايي عمدتاٌ از نوع سلولي آئورت مو
هاي  همراه تريپسين براي جداسازي سلول مطالعه، اكتينيدين به

جداسازي و كشت . اندوتليال آئورت موش صحرايي استفاده شد
 هاي عروقي، ها در بيماري آننقش جهت  هاي اندوتليال به سلول

كي، آنژيوژنز، مطالعات فيزيولوژي خوني، ترميم عروق
اثر مخلوط . پاتوفيزيولوژي، فارماكولوژي و ملكولي مورد توجه است

اكتينيدين وتريپسين بر روي آئورت در شرايط مختلف نشان داد كه 
هاي اندوتليال آئورت  شرايط مناسب براي جداسازي انتخابي سلول

 اكتينيدين همراه با غلظت mg/ml10موش صحرايي غلظت 
mg/ml2/1هاي  در غلظت . دقيقه است60ن  تريپسين و مدت زما
ها و  تر از اين غلظت، تعداد سلول كمتري جدا شد و در غلظت پايين
در  .هاي جدا شده مناسب نبود هاي بيشتر ميزان بقاي سلول زمان

 درصد بود و 90هاي جدا شده حدود  شرايط بهينه درصد بقاي سلول
ين متركهاي مورفولوژيك و ايمونوسيتولوژيك حاكي از  بررسي

 اين نتايج قابل مقايسه با .هاي سلولي بود آلودگي با ديگر جمعيت
هاي اندوتليال آئورت موش  نتايج حاصل از جداسازي سلول

 آنزيم كلاژناز و تريپسين كمك ها به صحرايي با جداسازي اين سلول
هاي  روشبا ه كديگر مطالعات مشابهي است در اين مطالعه و 

 با موفقيت كوچك را از عروق بزرگ و هاي اندوتليال آنزيمي، سلول
ه اكتينيدين در كوضوح نشان داد  نتايج مطالعه حاضر به. اند ردهكجدا 

هاي اندوتليال آئورت  سازي مطلوب سلول نار تريپسين قادر به جداك
ام و ساختار متفاوت بافت كدليل استح موش صحرايي است كه به

اين .  برخوردار استاي پشتيبان آن با ساير عروق، از اهميت ويژه
هاي  آنزيم در مقايسه با آنزيم كلاژناز در مدت زمان كمتري سلول

هاي جدا شده با  سلول. اندوتليال آئورت موش صحرايي را جدا نمود
هاي جدا  آنزيم اكتينيدين و تريپسين از نظر قدرت بقا و تعداد سلول

 با .بودندهاي جدا شده با آنزيم كلاژناز و تريپسين  شده مشابه سلول
توجه به فعاليت كلاژنازي اكتينيدين، اين پروتئاز داراي قابليت 

. هاي مختلف است هاي سلولي مختلف از بافت جداسازي جمعيت
هزينه و بدون ريسك آلودگي،  علاوه اكتينيدين با روشي ساده و كم هب

در مقايسه با كلاژنازهاي باكتريايي و جانوري، از ميوه كيوي قابل 
جميع اين خصوصيات نمايانگر يك كلاژناز مناسب . استجداسازي 

هرچند . هاي مختلف است و جديد براي جداسازي سلول از بافت
، الاستين و II  وIكه روش دقيق عملكرد اكتينيدين روي كلاژن تيپ 

هاي ماتريكس خارج سلولي به تحقيقات كمي  ينيديگر گليكوپروت
  .بيشتري نياز دارد

ها  هاي خانم  و مساعدتها يياز راهنما با سپاس :سپاسگزاري
با . آقايان پروانه و محمدي مطلق چلبي، كياني، سهرابي، مهنام و

تشكر از مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي 
  .جهت فراهم آوردن امكانات اين تحقيق كرمانشاه به
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Background: Proteolytic enzymes, especially collagenases, are used for digestion of 
extracellular matrix, cell isolation and primary culture. Because of the problems in 
purification and low amount of collagenases in bacterial or animal sources, it is 
important to find new sources of the enzymes. So, in the present study actinidin, a 
plentiful protein in kiwifruit was purified and a mixture of actinidin and trypsin was 
applied to isolate rat aortic endothelial cells. 
Methods: Aortic endothelial cells were isolated using digestion solution containing 
different concentrations of actinidin (from 2 to 16 mg/ml) and trypsin (0.3, 0.6, 1.2 and 
2.4 mg/ml) in different times (from 15 to 90 minute). Isolated cells were cultured in 
DMEM culture medium. Isolated cells were identified by morphological characteristics 
and immunocytochemical staining; viability of separated cells was estimated by trypan 
blue exclusion test. 
Results: Actinidin in concentration of 10 mg/ml with trypsin in concentration of 1.2 
mg/ml for one hour could isolate rat aortic endothelial cells. In this condition the 
viability of cells was estimated 90%. Morphological and immunocytochemical charac-
teristics confirmed the isolated cells as endothelial cells. 
Conclusion: The results showed that the mentioned mixture of actinidin and trypsin 
has not considerable toxic effects on separated cells and is a novel and suitable option 
for isolation of rat aortic endothelial cells. 
 

Keywords: Actinidin, trypsin, endothelial cells, aorta, rat, collagenase. 
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