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مقاله
مروري

مروری بر روش های ثبت پتانسیل های میدانی خارج سلولی در حیوانات آزمایشگاهی
فاطمه صفارزاده1، *فریبا کریم زاده2

چكيد‌ه

مقدمه: روش های ثبت پتانسیل های میدانی خارج سلولی، از معتبرترین تکنیک های تشخیصی در حوزه درمان و پژوهش به شمار 
می رود. این روش ها با توجه به دقت بالا، به تصویر کشیدن آنی تغییرات در فعالیت سیستم عصبی و ارزان و قابل دسترس بودن 

از جمله تکنیک های رایج در آزمایشگاه های تحقیقاتی محسوب می گردند.
مواد‌و‌روش‌ها: این مقاله با جستجو و مطالعه مقالات متعدد الکترونیکی و کتب معتبر، در حیطه اساس تکنیک های رایج در 
آزمایشگاه ها و مراکز تحقیقات، گردآوری شده و سعی در به تصویر کشیدن انواع روش های ثبت پتانسی های میدانی خارج سلولی 
نموده است. یافته ها: در این مطالعه ثبت پتانسیل های میدانی خارج سلولی به دو روش ثبت در محیط In vivo )موجود زنده( و 
In vitro )محیط آزمایشگاهی( به طور مفصل شرح داده شد. ازجمله می توان به نحوه جراحی حیوان و کاشت الکترود های ثبات 

در روش In vivo و هم چنین نحوه ی ضبط امواج مغزی اشاره نمود. نتایج این مطالعه همچنین نحوه تهیه مقاطع مغزی و چگونگی 
زنده نگهداشتن آنها به منظور ثبت پتانسیل های میدانی خارج سلولی در محیط In vitro را با جزئیات کامل شرح داده است.

بحث‌و‌نتیجه‌گیری: با توجه به اینکه تجهیزات این روش ها توسط مهندسین ایرانی ساخته و به مراکز درمانی و تحقیقاتی ارائه 
می گردد، آشنا شدن با این تکنیک ها موجب می شود تا محققان جوان با بکار گرفتن روش های قابل اجرا و دقیق بتوانند در امر 
تحقیق و پژوهش گامی مؤثر بردارند. این مطالعه ضمن معرفی انواع روش های ثبت پتانسیل های میدانی خارج سلولی، چگونگی 

و نحوه انجام هر کدام از تکنیک ها را به طور مجزا و با جزئیات بررسی خواهد نمود.
کلمات‌کلیدی:‌نوار مغزی، پتانسل میدانی، ثبت خارج سلولی

دانشکده فن آوری های نوین پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایران 1 ـ
مرکز تحقیقات سلولی مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایران 2 ـ

 Fariba_Karimzade@yahoo.com :آدرس الکترونیک  

مقدمه
تمامی اطلاعات رسیده به سلول های عصبی )نورون ها( موجود در 
سیستم عصبی مرکزی در قالب یک پالس الکتریکی عبور کرده و 
از طریق آکسون ها به سایر نورون ها منتقل می شوند. هر نورون به 
تنهایی می تواند با چندین نورون مرتبط شود و از طریق این ارتباطات، 
اطلاعات به کمک سیناپس ها )محل الحاق زوائد نورونی به یکدیگر( 
منتقل شده و سبب ترشح ناقلین عصبی از پایانه نورون پیش سیناپسی 
می گردد )1(. این ناقلین سبب فعال شدن گیرنده های موجود در نورون 
پس سیناپسی می شوند. فعال شدن این گیرنده ها سبب ایجاد یک 

پاسخ الکتریکی در نورون پس سیناپسی می گردد. این سیگنال های 
الکتریکی در طول آکسون نورون پس سیناپسی عبور می کنند )1(. 
جریان های الکتریکی که در مغز از جریان های سیناپسی یا جریانات 
فعال در نزدیکی یک مدار )خارج یا داخل سلول( نشأت می گیرد 
موجب تشکیل یک پتانسیل میدانی ثابت یا پویا با یک سازماندهی 
سه بعدی می گردد )2(. همانطور که از عنوان پتانسیل های میدانی 
استنتاج می گردد، این پتانسیل ها در یک حجم کوچک، محدود 
نمی شوند بلکه در یک حجم وسیع، مانند شبکه عصبی و ارگان های 
محافظت کننده ی آن منتشر می گردند )2(. این حجم برای فعالیت 
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سلول های عصبی شامل: مغز، عروق خونی و مننژ، استخوان های 
جمجمه و پوست سر می باشد. انواع پتانسیل های میدانی شامل 
فعالیت های الکتریکی خودبخودی، القایی و برانگیخته می باشد که 
از روی سر، سطح نرم شامه یا حتی از داخل قسمت های خاصی از 
ساختارهای داخل مغزی می توان آنها را ثبت نمود )2(. نوار مغزی 
یا الکتروانسفالوگرافی (EEG) ثبت فعالیت الکتریکی خودبخودی 
سلول های عصبی است که در انسان به طور معمول از روی سر 
ثبت می شود. نوارمغزی حامل اطلاعات مهم تشخیصی در زمینه 
بیماری های عصبی مخصوصا بیماری صرع می باشد. پتانسیل های 
برانگیخته در تشخیص اختلالات مسیر های حسی یا حرکتی بسیار 
ارزشمندند. نوار مغزی در آشکار ساختن نوسانات و فعالیت های 

هم نوای شبکه عصبی نقش بسزایی را ایفا می نماید )2، 3(.

مواد‌و‌روش‌ها
 Google Scholar، :این مطالعه به جستجو در منابع متعدد از جمله
و  Science Directبا   Scopus، MEDLINE، ISI web of Knowledge

 Field potential و   EEG، Extra cellular recording کلیدی  کلمات 
پرداخته است. این مطالعه بر مقالات متمرکز در حوزه حیوانات 
آزمایشگاهی متمرکز گردید. در این مطالعه علاوه بر مقالات متعدد 
از کتب معتبر و انحصاری در زمینه روش های الکتروفیزیولوژی 

رایج در مراکز تحقیقات استفاده شد.

نتایج
 In vivo در مطالعات حیوانی ثبت پتانسیل های میدانی به دو روش
و  In vitroانجام می شود. ثبت های In vivo در حالی که موجود زنده 

است صورت می گیرد در صورتی که ثبت های In vitro پس از جدا 
نمودن سر حیوان و خارج نمودن مغز، از قسمت های خاصی از 
مغز خارج شده انجام می شود. از جمله ثبت های In vivo می توان به 
ثبت فعالیت نورون ها به روش الکتروکورتیکوگرافی و ثبت تک 

واحدی (Single Unite Recording) اشاره نمود )4(.

الكتروکورتيكوگرافی
در ثبت های الکتروکورتیکوگرافی به منظور دریافت و ثبت بهتر 
امواج مغزی، الکترود های ثبات مستقیماً بر روی نرم شامه قشر مغزی 
قرار داده می شود. لذا برای اینکار نیاز به جراحی و کاشت الکترود 
می باشد. حیوان با استفاده از پنتوباربیتال ) mg/kg 60) بیهوش شده 
و در دستگاه استریوتاکسی قرار داده می شود. پس از کوتاه کردن 
موهای ناحیه سر، از ناحیه بین دو چشم تا ناحیه بین دو گوش، 
برشی به طول تقریبی 3-2 سانتی متر روی پوست سر در خط وسط 
از مهاذات پشت دو چشم تا مهاذات جلوی دو گوش داده می شود. 
سپس بافت همبند و پریوست جمجمه در ناحیه مورد نظر برداشته 

و محل برگما (Bregma) مشخص می گردد )5(.
دو سوراخ بر روی استخوان های آهیانه طرفین و یک سوراخ بر 
روی استخوان بینی تعبیه شده و دو الکترود با روکش نقره بر روی 
نرم شامه به منظور ثبت امواج مغزی و یک الکترود بر روی پیاز 
بویایی به عنوان الکترود مرجع کاشته می شود )6(. الکترودها به 

کمک سیمان دندان پزشکی ثابت خواهند شد )شکل 1(.

ثبت‌تک‌واحدی
هنگامی که نورونی پتانسیل عمل تولید می کند در نواحی تحریک پذیر 

شکل‌1-‌نمای‌شماتیک‌از‌محل‌کاشت‌الکترودها.‌شکل‌بالا‌نمادی‌از‌استخوان‌های‌جمجمه‌موش‌صحرایی‌می‌باشد‌که‌پس‌از‌کنار‌زدن‌پوست‌نمایان‌می‌گردد.‌
دو‌الکترود‌ثبات‌برای‌ثبت‌نوار‌مغزی‌بر‌روی‌نرم‌شامه‌قشر‌پاریتال‌و‌الکترود‌مرجع‌بر‌روی‌پیاز‌بویایی‌کاشته‌می‌شود.
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غشاء آن )معمولاً در بخش آغازین آکسون و جسم سلولی نورون( 
قدرت هدایت یونی افزایش می یابد. افزایش هدایت یونی موجب 
تحریک نواحی مجاور در اطراف نورون و انتشار موج الکتریکی 
شده می گردد. این حالت باعث ایجاد پتانسیل میدانی در خارج 
سلول می شود که به آن پتانسیل میدانی خارج سلولی یا میدان 
نیزه (Spike potential field) می گویند )1(. نیزه ی خارج سلولی یک 
پتانسیل متغیر و سریع است که در خارج سلول متعاقب پتانسیل 
عمل ایجاد و منتشر می شود. این پتانسیل عمل به سرعت در فواصل 
دورتر از نورون از بین می رود. بنابراین برای ثبت پتانسیل نیزه، باید 
الکترود تا حد امکان به غشاء نورون نزدیک باشد )7(. شکل، دامنه 
و قطبیت نیزه های خارج سلولی وابسته به شکل فضایی نورون و 
نیز موقعیت الکترود الکترود نسبت به سلول است. گاهی اوقات 
می توان از شکل نیزه اطلاعاتی راجع به شکل فضایی نورون و 
موقعیت الکترود نسبت به سلول به دست آورد. اگر الکترود ثبات 
به ناحیه ای که جریان القایی در سلول رو به خارج است نزدیک 
باشد، قطبیت نیزه در فاز شروع مثبت یا به سمت بالا خواهد بود. 
اگر الکترود ثبات به ناحیه ای که جریان القایی در سلول رو به داخل 
است نزدیک باشد، قطبیت نیزه در فاز شروع منفی یا به سمت پائین 
خواهد بود )8(. بیشتر تحقیقات اولیه روی فعالیت تک نورون ها 

بوسیله میکروالکترودها و به صورت ثبت خارج سلولی تک واحدی 
بوده است. از این فن برای شناسایی فعالیت نورون ها و نیز کشف 
مدارهای سیناپسی استفاده می شود. در این تکنیک با بیهوشی طولانی 
مدت، از الکترودهای فلزی با روکش تنگستن استفاده می شود. در 
پایان کار به منظور تعیین محل الکترود از القا جریان شدید تخریب 

کننده ی بافت به الکترود استفاده می گردد )8( 
.

چگونگی‌ثبت‌امواج‌دریافت‌شده
هر یک از الکترودهای نقره کاشته شده بر روی نرم شامه، به آمپلی 
فایرها و تقویت کننده های امواج متصل می شوند. امواج تقویت شده 
به سیستم تبدیل کننده اطلاعات آنالوگ به دیجیتال، منتقل و روی 

صفحه نمایشگر به تصویر کشیده می شوند )شکل 2 الف و ب(.

‌In Vitroثبت‌پتانسيل‌های‌ميدانی‌به‌روش‌
همانطور که ذکر شد در ثبت پتانسیل های میدانی به روش In vitro یا 
محیط آزمایشگاهی، ابتدا حیوان )به طور متداول موش صحرایی( 
و  پوست  می گردد.  جدا  حیوان  سر  گیوتین  با  و  شده  بیهوش 
استخوان های جمجمه را از روی سطح مغز برداشته و مغز با قاشقک 
بافت و ساختار مغز خارج  به  مخصوص بدون آسیب رساندن 

شکل‌2-‌نمایی‌از‌اجزای‌سیستم‌ثبت‌و‌ضبط‌امواج‌مغزی.‌الف(‌سیگنال‌های‌دریافت‌شده‌توسط‌الکترودها‌به‌کمک‌آمپلی‌فایرها‌تقویت‌و‌به‌سیستم‌مبدل‌
اطلاعات‌منتقل‌می‌شوند.‌اطلاعات‌از‌آنالوگ‌(A)‌به‌حالت‌دیجیتال‌(D)‌درآمده‌و‌به‌رایانه‌منتقل‌و‌ضبط‌می‌گردد.‌ب(‌نمونه‌ای‌از‌امواج‌الکتروکورتیکوگرافی‌

که‌بر‌روی‌نمایشگر‌به‌تصویر‌کشیده‌شده‌است.
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می گردد )9(. مغز خارج شده در محلول مغزی نخاعی مصنوعی 
(ACSF: Artificial cerebrospinal fluid) با دمای C°4 قرار داده می شود. 

تمامی این مراحل به منظور زنده ماندن بافت عصبی باید در مدت 
35-30 ثانیه انجام شود. لذا برای انجام ثبت در محیط آزمایشگاهی 
باید محلول ACSF قبل از شروع کار آماده گردد. این محلول شامل 
املاح و نمک هایی مشابه ترکیبات یونی مایع مغزی-نخاعی است و 
حاوی آب مقطر، CaCl2 ،NaHCO3 ،NaH2PO4 ،MgSo4 ،KCl ،NaCl و 
گلوکز می باشد و دائماً با مخلوط گازی اکسیژن و دی اکسید کربن 
کربوژنه می شود تا اسیدیته محلول در سطح 7/4 حفظ گردد )10(. 
به منظور کم شدن متابولیسم بافت مغز، نمونه خارج شده 10 دقیقه 
در محلول ACSF سرد شده باقی می ماند. سپس ناحیه انتخاب شده 
برای آزمایش، با دقت از بقیه نواحی مغز جدا شده و بر روی صفحه 
مخصوص ویبراتوم )دستگاه برش( چسبانده می شود. در صفحه 
مخصوص ویبراتوم نیز ACSF جریان دارد. از نمونه ی استخراج شده، 
برش های 400-350 میکرومتری تهیه شده و به اتاقک نگهداری منتقل 
می شود )شکل  3(. این اتاقک از ACSF پر شده و دمای محلول را 
به 37 درجه سانتی گراد می رساند. برش ها به مدت 1/5-1 ساعت 
در این اتاقک شناور شده و سپس به منظور ثبت پتانسیل های میدانی 

به اتاقک مخصوص ثبت منتقل می شود )10(.
برای ثبت امواج از برش های مغزی، نمونه های شناور در اتاقک 
نگهداری، را به سیستم ثبت امواج منتقل می گردد. این سیستم شامل 

بخش های ذیل می باشد:

1- الکترود ثبات؛ این الکترود از جنس شیشه با قطر خارجی 1/5 
میلی متر می باشد و با محلول نمکی NaCl با غلظت 2 مولار پر 
می شود )شکل 4، الف( 2- الکترود تحریک که از جنس تنگستن 
یا پلاتین یا نقره می باشد )شکل 4، ب(. 3- ریز بازوی مکانیکی 
(Micromanipulator) که در شکل 5 نشان داده شده است بازویی است 

که الکترودها بر روی آن ثابت شده و امکان حرکت و تنظیم محل 
قرارگیری الکترودها را بر روی بافت فراهم می کند. 4- اتاقک ثبت 
که اتاقکی شبیه به اتاقک نگهداری است و در آن یکی از برش های 
مغزی تهیه شده قرار گرفته و دائماً در معرض ACSF کربوژنه با 
سرعت 3-2 میلی لیتر در دقیقه قرار می گیرد. 5- میکروسکوپ 
که به منظور مشاهده نمونه و اطمینان از صحت محل قرار دادن 
الکترودها در محل مورد نظر بر روی بافت بکار می رود )شکل 5(. 
6- دستگاه تحریک (Stimulator): این دستگاه یک جریان الکتریکی 
با شدت، فرکانس و مدت مشخص به الکترود تحریک که بر روی 
بافت مغزی قرار گرفته منتقل می نماید. 7- آمپلی فایر یا تقویت 
کننده امواج: این دستگاه سیگنال های ارسالی از الکترودهای ثبات 
را تقویت کرده و به کامپیوتر ارسال می نماید. 8- رایانه که در آن 

شکل‌3-‌اتاقک‌نگهداری‌برش‌های‌تهیه‌شده‌از‌مغز‌موش.‌این‌اتاقک‌حاوی‌
‌ACSFمی‌باشد‌که‌دائماً‌کربوژنه‌می‌شود.‌علامت‌فلش‌برش‌های‌تهیه‌شده‌

را‌نشان‌می‌دهد.

شکل‌4-‌نمایی‌از‌الکترودهای‌مورد‌استفاده‌در‌ثبت‌پتانسیل‌میدانی‌در‌
محیط‌آزمایشگاهی.‌الف:‌یک‌نمونه‌الکترود‌ثبات‌شیشه‌ای.‌ب:‌یک‌نمونه‌

الکترود‌تحریک‌از‌جنس‌تنگستن.
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نرم افزار مخصوص ثبت پتانسیل میدانی به منظور دریافت اطلاعات 
ثبت از الکترود ثبات و آنالیز موج های ثبت شده تعبیه شده است.

پس از انتقال برش مغزی مورد نظر به اتاقک ثبت الکترودها بر 
اساس مطالعه محقق بر روی محل مورد نظر قرار می گیرند. دستگاه 
تحریک با القا جریان الکتریکی با ویژگی های مشخص به الکترود 
می تواند یک پتانسیل برانگیخته شده را در بافت مورد آزمایش ایجاد 
نماید. این پتانسیل میدانی برانگیخته را می توان به کمک الکترود 
شیشه ای ثبات دریافت نمود. امواج دریافت شده به کمک آمپلی 
فایر ها تقویت می گردند. تا این مرحله اطلاعات دریافت شده به 

شکل‌5-‌نمایی‌از‌اجزای‌تشکیل‌دهنده‌سیستم‌ثبت.‌اجزای‌این‌سیستم‌
شامل‌ریز‌بازوی‌مکانیکی،‌میکروسکوپ‌و‌اتاقک‌ثبت‌می‌باشد.‌اتاقک‌ثبت‌
محل‌نگهداشتن‌برش‌به‌منظور‌انجام‌ثبت‌است.‌برش‌در‌تمام‌مدت‌در‌
معرض‌‌ACSFاست‌که‌کربوژنه‌می‌شود‌و‌دمای‌آن‌30-‌32درجه‌سانتی‌
گراد‌می‌باشد.‌الکترودهای‌ثبات‌و‌تحریک‌بر‌روی‌بازوی‌مکانیکی‌نصب‌
شده‌و‌با‌دقت‌بالا‌بر‌روی‌سطح‌برش‌قرار‌داده‌می‌شود.‌میکروسکوپ‌در‌
بالای‌اتاقک‌ثبت‌قرار‌گرفته‌و‌با‌بزرگنمایی‌×‌40امکان‌مشاهده‌برش‌و‌قرار‌

دادن‌الکترودها‌در‌مکان‌صحیح‌را‌فراهم‌می‌کند.

شکل آنالوگ هستند لذا اطلاعات قبل از انتقال به رایانه به کمک 
دستگاه دیجیتالایزر (Digitalizer) از حالت آنالوگ به حالت دیجیتال 
تبدیل می شوند. سپس امواج بر روی نمایشگر رایانه به تصویر 

کشیده شده و ضبط می شوند )11(.

بحث‌و‌نتيجه‌گيری
از برش های مغزی در محیط آزمایشگاهی دارای فواید و  ثبت 
قابلیت هایی است که در موجود زنده به علت محدودیت های موجود 
امکان پذیر نیست از جمله این فواید می توان به موارد زیر اشاره کرد: 
1- آماده سازی سریع برش های مغزی 2- کنترل ساده و راحت 
شرایط آزمایشگاهی و آماده سازی مراحل انجام کار 3- مشاهده 
مستقیم ساختار برش تهیه شده و امکان قرارگیری صحیح الکترود ها 
در جایگاه مورد نظر و مطلوب 4- از بین رفتن سد خونی-مغزی و 
در نتیجه در دسترس بودن فضای خارج سلولی برای انتشار مواد 
و داروها 5- حفظ یکپارچگی و ساختار بافت مورد نظر برخلاف 

محیط کشت سلولی )10(.
البته ثبت از برش های مغزی دارای محدودیت هایی نیز می باشد که 
عبارتند از: 1- از بین رفتن ورودی ها و خروجی های نورون ها همانند 
آنچه در مغز دست نخورده وجود دارد 2- آسیب به قسمت هایی 
از برش مخصوصاً بالا و پایین سطوح برش به علت عملیات تهیه 
برش 3- محدود بودن مدت زمان زنده نگه داشتن بافت مغزی 
4- تاثیراتی که ممکن است کمبود اکسیژن در زمان کشتن حیوان بر 
روی برش های تهیه شده بگذارد 5- عدم وجود مواد و فاکتورهایی 
که در بدن وجود دارد و ممکن است عدم حضور آن ها بر روی 
برش تهیه شده در محیط مصنوعی تأثیر نامطلوبی داشته باشد )8(.
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