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 در لوله گوارش موش صحرایی با HCA2تعیین مکان بیان کننده گیرنده 

  استفاده از روش ایمونوهیستوشیمی

 *1حامدی سمیه ،1شعبانی پوریا

 

 چکیده
( هدف داروی نیاسین است. در این  HCA2)  2گیرنده هیدروکسی کربوکسیلیک اسید

لف لوله گوارش )از مطالعه الگوی بیان این گیرنده ها در سلول های بخش های مخت

موش  6دهان تا مری( موش صحرایی با روش ایمونوهیستوشیمی توصیف شده است. 

صحرایی نر بالغ از نژاد ویستار تحت بیهوشی آسان کشی شدند. مقاطع بارافینی 

میکرونی از مری، معده، دئودنوم، ژژونوم، ایلئوم، سکوم، کولون ها و رکتوم  5عرضی 

یه  جهت رنگ آمیزی ایمونوهیستو شیمی، آنتی بادی چند تهیه شد. آنتی بادی اول

و انکوباسیون به مدت  1:300موش صحرایی )غلظت  HCA2دودمانی خرگوشی ضد 

کونژوگه شده بود.  HRPدرجه سانتی گراد( بود. آنتی بادی ثانویه با  4یک شب در 

ش ایمنی واکنش ایمنی ضعیف در سلول های ابی تلیال مری و معده غیر غده ای، واکن

در سلول های ابی تلیال دئودنوم، ژژونوم، ایلئوم و  HCA2قوی مربوط به گیرنده های 

لایه عضلانی ژژونوم دیده شد. بعلاوه واکنش بذیری در کولون اندک بوده و در رکتوم 

 یپوشش یسلول ها یریدر قاعده سکوم رنگ پذهیچگونه واکنش بذیری دیده نشد. 

به فراوانی در ابی تلیوم روده باریک  و  HCA2گیرنده های در کل، بروتئین  بود. دیشد

قاعده سکوم موش صحرایی حضور دارد، این امر موش صحرایی را به یک حیوان 

آزمایشگاهی مناسب جهت مطالعه بر روی این گیرنده ها در دستگاه گوارش تبدیل می 

 کند.

 نوهیستوشیمیایمو ،HCA2 گیرنده صحرایی، موش ،گوارش لوله واژگان کلیدی:
 

 21/8/1398تاریخ پذیرش:    30/3/1398تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه

 اهمدستگاه گوارش نه تنها مسیری برای عبور مواد غذایی فر

 ترشحی، های عملکرد با هایی سلولبلکه دارای  ؛می آورد

تنظیمی است. تعداد  و دیگر فرایندهای حسی مکانیکی،

عمال فیزیولوژیک زیادی هورمون و میانجی در تنظیم ا

 -هگیرند واسطه  با  دستگاه گوارش نقش دارند که عمل آنها

 

 

 

 با شده های جفت های مختلفی میانجیگری می شود. گیرنده

 ه هایی هستند که نقش مهمی دراز جمله گیرند G پروتئین

دستگاه گوارش دارند. این  حس کردن مواد غذایی در

ت ها در پاسخ بدن نسبت به مواد غذایی حایز اهمیگیرنده

ی مبوده و به همین دلیل اهداف دارویی مهمی نیز به شمار 

 2های هیدروکسی کربوکسیلیک اسید گیرنده(. 1روند )

نوعی گیرنده جفت ( GPR109Aیا  HCA2)گیرنده های 

هستند که به عنوان هدف داروی اسید  Gشده با پروتئین 

 نیکوتینیک یا نیاسین که یک داروی ضد دیس لیپیدمی است

 یسلولهای چرب روی عمدتا ها گیرنده شناخته می شوند. این

می  ای( مشاهده شده و  مهار لیپولیز را سبب)سفید و قهوه

 مونوسیت اکروفاژها،سلولهای ایمنی شامل م (.4-2 شوند)

 )ولی نه پوستی دندریتیک های سلول و ها نوتروفیل ها،

گیرنده  .(6،5بیان می کنند) را ها گیرنده این نیز ها( لنفوسیت

شبکیه   رنگی اپیتلیال های سلول در همچنین HCA2های 

 .ددارن وجود (8)  میکروگلیا ( و7ها   ) کراتینوسیت (،4)

را  HCA2همکاران گیرنده و  Titgemeyer 2011در سال 

 ی(. توزیع بافت9در کبد، ماهیچه و  مغز گاو شناسایی کردند)

mRNA   گیرندهHCA2  در همستر و خوکچه هندی توسط

و همکاران در سال  Torhan، به وسیله PCRآزمون کمی 

تعیین شده است.  این محققین گزارش دادند که بیان  2007

یشترین بیان در همستر در این گیرنده نسبتا گسترده بوده و ب

بافتهای ریه، طحال، چربی و بیضه و در خوکچه هندی 
 ، ایرانرجکواحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی،  وه علوم پایه،گر -1
(sahar_hamedi@yahoo.com) 
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 اسکلتی، ماهیچه معده، ریه، مربوط به  بافتهای طحال،

 (. 10چربی بوده است) و تخمدان

می  HCA2شواهدی وجود دارد که بر طبق آنها گیرنده های 

 توانند در ایجاد اثرات مفید فیبرهای غذایی نقش داشته

ای هطه د. در واقع اثرات مفید فیبرها ناشی از تولید واسباشن

حاصل از تخمیر میکروبی در روده هاست که عمدتا شامل 

، استات و اسیدهای چرب کوتاه زنجیر نظیر بوتیرات

می توانند میانجی  HCA2پروپیونات هستند. گیرنده های 

 (.11اثرات مفید بوتیریک اسید در روده ها باشند )

در دستگاه گوارش موش سوری  HCA2ه های بیان گیرند

نشان داده   mRNAچه در سطح پروتئین و چه در سطح 

هر چند موش های صحرایی به نحو . (13و12شده است )

گسترده ای به عنوان حیوان آزمایشگاهی در مطالعات 

 ، اطلاعاتی درفیزیولوژیک و فار ماکولوژیک کاربرد دارند

وش ده ها در دستگاه گوارش مزمینه بیان احتمالی این گیرن

و همکاران در  Shomaliصحرایی در دسترس نبود تا اینکه 

 ارگانهای مختلف موش صحرایی را از نظر وجود  2014سال 

HCA2 گیرنده HCA2 روش با PCR کردند. در  بررسی

این گیرنده در ارگانهای مختلف  mRNAاین مطالعه حضور 

 ری، معده غده ای،شامل بخشهایی از لوله گوارش مانند م

هش پیش معده، روده ها و کولون نشان داده شد. در این پژو

 HCA2امکان تعیین دقیق نوع سلول های بیان کننده گیرنده 

 (.14وجود نداشت)

در دستگاه  HCA2با توجه به اهمیت و نقش گیرنده های 

گوارش و نیز عدم تعیین و شناسایی سلول های بیان کننده 

لوله گوارش موش صحرایی، هدف از  این گیرنده ها در

پژوهش حاضر شناسایی و تعیین نوع سلول های بیان کننده 

های متفاوت لوله گوارش موش در بخش HCA2گیرنده  

صحرایی بعنوان یک حیوان آزمایشگاهی مهم با استفاده از 

 روش ایمونوهیستوشیمی می باشد.

 کارمواد و روش
با  از نژاد ویستار الغب نر صحرایی موش در این مطالعه شش

ز نظر بالینی سالم بودند مورد گرم که ا 250-200وزن 

استفاده قرار داده شدند. موش های صحرایی به مدت یک 

هفته تحت شرایط یکسان محیطی از نظر رطوبت، دما و 

طول مدت نوردهی )دوازده ساعت روشنایی و دوازده 

ا ساعت تاریکی متناوب( و دسترسی آزاد به آب و غذ

نگهداری شدند. سپس موش ها تحت بیهوشی عمیق با دی 

 اتیل اتر آسان کشی شده و بلافاصله از قسمت های مختلف

ین ماللوله گوارش آنها نمونه گیری شد. نمونه ها در بافر فر

درصد قرار گرفت. سپس برش های پنج میکرونی از  10

 هبه وسیل درون زاد  نمونه ها تهیه گردید. پراکسیدازهای

 در ٪3 هیدروژن پراکسید در دقیقه 3 نکوباسیون به مدت ا

 .شدند غیرفعال متانول

 نتیآآنتی بادی اولیه برای رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمیایی 

، 1:300چند دودمانی خرگوش بود )غلظت GPR109Aبادی 

درجه سانتیگراد( که با  4انکوباسیون برای یک شب در 

هد. آنتی بادی موش صحرایی واکنش می د HCA2گیرنده 

ی ثانویه یک آنتی بادی چند دودمانی موش بر ضد آنتی باد

IgG  خرگوش بود که باHorse radish peroxidase (HRP)  

قه دقی 30، انکوباسیون برای 1:200)غلظتکونژوگه شده بود 

در دمای اتاق(. هر دوی این آنتی بادیها توسط شرکت 

Biorbyt یت ارسازی توسط کدر بریتانیا ساخته شده اند. آشک

، ( Abcam®, Cambridge, USA)انجام شد  DABسوبسترا 

قط باسیون در دمای اتاق(. کنترلهای منفی  فدقیقه انکو 2-5)

 صیه ه توببافت ریه با توجه  با آنتی بادی ثانویه انکوبه شدند.
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ی به عنوان کنترل مثبت برا شرکت تولید کننده آنتی بادی

ز افتومیکروگراف های تهیه شده  وجود گیرنده استفاده شد.

اسلایدها مورد ارزیابی با میکروسکوپ نوری جهت 

رد شناسایی سلولهای بیان کننده گیرنده قرار گرفتند. موا

 مثبت از نظر رنگ پذیری در رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی

(،  -بر اساس شدت رنگ به چهار دسته عدم مشاهده )

د )+++( طبقه بندی واکنش ضعیف )+(، متوسط )++( و شدی

یه شدند. تمام مراحل کار منطبق بر دستورالعمل های اتحاد

ی اروپا در مورد نگهداری و بکارگیری حیوانات آزمایشگاه

 در پژوهش های زیستی انجام شد.

 

 نتایج
در مقاطع بافتی مری. رنگ پذیری ضعیفی در اپی تلیوم 

 سنگفرشی مطبق و ماهیچه دیده شد درحالیکه اندوتلیوم

های خونی رنگ پذیری متوسط تا شدیدی نشان مویرگ

 (. 1دادند )نگاره 

 

  
 

 : بافت مری موش صحرایی. نشان دهنده رنگ پذیری ضعیف در1نگاره 

اپیتلیوم )فلش دوطرفه( و ماهیچه )ستاره()رنگ آمیزی 

 (HCA2ایمونوهیستوشیمی با استفاده از آنتی بادی ضد گیرنده 
 

 

وم یوم غده ای واکنش ضعیف و اپیتلی،  اپیتلدر بافت معده

سنگفرشی واکنش ضعیف )ناحیه کاردیا( تا متوسط )ناحیه 

فوندوس( نشان داد. همچنین عضلات در همه قسمت ها 

رنگ پذیری ضعیف و آندوتلیوم عروق رنگ پذیری متوسط 

 (. 2را نشان دادند )نگاره 

 
گ پذیری معده موش صحرایی. نشان دهنده رن : بافت غده ای2نگاره 

ضعیف در مخاط )فلش دوطرفه( و ماهیچه صاف )ستاره()رنگ آمیزی 

 (HCA2ایمونوهیستوشیمی با استفاده از آنتی بادی ضد گیرنده 
 

در روده باریک قسمت های مختلف دئودنوم، ژژونوم و 

ر دایلئوم بررسی شدند که اپیتلیوم و غدد لیبرکوهن مخاط 
داد و ماهیچه هر سه قسمت رنگ پذیری شدید را نشان 

صاف رنگ پذیری متوسط داشت )بجز در ژژونوم که رنگ 

 (. 5و 4و  3پذیری ماهیچه صاف نیز شدید بود(.)نگاره

 
د موش صحرایی. نشان دهنده رنگ پذیری شدی : بافت دئودنوم3نگاره 

دراپیتلیوم)فلش یک طرفه( و غدد لیبرکوهن مخاط )فلش دوطرفه(و 

)ستاره()رنگ آمیزی رنگ پذیری متوسط ماهیچه صاف 

 .(HCA2ایمونوهیستوشیمی با استفاده از آنتی بادی ضد گیرنده 
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 : بافت ژژونوم موش صحرایی. نشان دهنده رنگ پذیری شدید4نگاره 

دراپیتلیوم )فلش یک طرفه(و غدد لیبرکوهن مخاط )فلش دوطرفه(و 

تی ز آنماهیچه صاف )ستاره( )رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی با استفاده ا

 (HCA2بادی ضد گیرنده 

 
 : بافت ایلئوم موش صحرایی. نشان دهنده رنگ پذیری شدید5نگاره 

 ودراپیتلیوم )فلش یک طرفه( و غدد لیبرکوهن مخاط)فلش دو طرفه( 

رنگ پذیری متوسط ماهیچه صاف )ستاره()رنگ آمیزی 

 (HCA2ایمونوهیستوشیمی با استفاده از آنتی بادی ضد گیرنده 

 

زرگ، قسمت های مختلف سکوم )قاعده و راس( در روده ب

همچنین کولون )بالارو ، پایین رو( و رکتوم مورد بررسی 

رنگ پذیری متوسط در ماهیچه و قرار گرفتند.  در سکوم 

آندوتلیوم عروق قسمت قاعده و راس دیده شد در حالیکه 

اپیتلیوم و غدد لیبرکوهن دارای رنگ پذیری شدید در قاعده 

(. در قسمت 6و رنگ پذیری متوسط در راس بودند )نگاره 

های مختلف کولون رنگ پذیری ضعیف در اپیتلیوم دیده 

عروق کولون بالارو رنگ  شد در حالیکه  ماهیچه صاف و

(. همچنین اپیتلیوم در 7پذیری متوسط را نشان دادند )نگاره 

رکتوم هیچ گونه رنگ پذیری نداشت ولی در ماهیچه رنگ 

پذیری ضعیف و در عروق رنگ پذیری متوسط دیده شد 

 (.8)نگاره 

 
 پذیری رنگ دهنده نشان. صحرایی راس سکوم موش بافت: 6 نگاره

 ه(مخاط)فلش دوطرف لیبرکوهن غدد وم)فلش یک طرفه(،دراپیتلی متوسط

 زا استفاده با ایمونوهیستوشیمی آمیزی رنگ)صاف )ستاره( و ماهیچه

 (HCA2 گیرنده ضد بادی آنتی

 
 ریپذی رنگ دهنده نشان. صحرایی کولون پایین رو موش بافت: 7 نگاره

 (مخاط)فلش دوطرفه لیبرکوهن غدد دراپیتلیوم)فلش یک طرفه(، ضعیف

 زا استفاده با ایمونوهیستوشیمی آمیزی رنگ)صاف )ستاره( و ماهیچه

 (HCA2 گیرنده ضد بادی آنتی

 



  ایمونوهیستوشیمی روش از استفاده با صحرایی موش گوارش لوله در HCA2 گیرنده کننده بیان مکان تعیین

 2897 

 
 پذیری عدم رنگ دهنده نشان. صحرایی رکتوم موش بافت: 8 نگاره

گ )فلش دو طرفه(و رن مخاط لیبرکوهن غدد اپیتلیوم)فلش یک طرفه(،

 با ستوشیمیایمونوهی آمیزی رنگ)صاف)ستاره( پذیری ضعیف ماهیچه

 (HCA2 گیرنده ضد بادی آنتی از استفاده

 

 بحث  

حساس به انواع که  G پروتئین با شده های جفت گیرنده

اه مختلفی از مواد غذایی و سایر ترکیبهای موجود در دستگ

ه نشان داده شده است ک  گوارش هستند شناسایی شده اند.

ر این گیرنده ها به  تعداد زیاد در سلولهای کموسنسو

)حساس به مواد شمیایی( در روده بیان شده و  پیامهای 

هورمونی و عصبی را به مغز و بافت های پیرامونی می 

 (. 15رسانند )

اسیدهای چرب از جمله موادی هستند که توسط این سلول 

 نشان جدید های داده امروز، به ها احساس می شوند. تا

 و یطبیع شرایط در چرب اسید های گیرنده نقش دهنده

ت فعالی تنظیم ها گیرنده این کلی عملکرد .است پاتولوژیک

 و تلیال اپی سد حفظ هورمون، ترشح روده، حرکتی های

ن مهم ای نقش، این بر علاوه .است ایمنی های سلول عملکرد

 طی در ایمنی و التهابی های پاسخ تنظیم در ها گیرنده

 .(16است ) شده در روده نشان داده پاتولوژیک شرایط

در لوله گوارش، تخمیر باکتریایی باعث تولید اسیدهای 

( یعنی طبقه ای از مواد مغذی SCFAsچرب کوتاه زنجیر )

 می شود که توسط گیرنده های ویژه اسید چرب زنجیرکوتاه

که جزو گیرنده های غشایی هستند تشخیص داده می شوند 

(16 .) 

HCA2  گیرنده های اسید چرب نوع خاصی از به عنوان

 SCFA توسط یرکوتاه عمل می کند؛ بدین شکل که کهزنج

 ت وپنتانوا به ویژه بوتیرات، های با زنجیر نسبتا بلندتر،

که  است شده داده نشان اما شود، می هگزانوات فعال

 هیدروکسی بتا همچنین توسط فعالسازی این گیرنده

 ت،بتا هیدروکسی بوتیرا .شود می نیز انجام( BHB) بوتیرات

منابع  که زمانی که است درون زاد نیجسم کتو یک

 اسیدهای اکسیداسیون کم باشد، توسط ها کربوهیدرات

 (.17شود ) می تولید های کبد میتوکندری در چرب

نشان  2009و همکاران در سال  Thangarajuنخستین بار 

ژژونوم ،  در دئودنوم،   HCA2گیرنده   mRNAدادند که 

شود. این دانشمندان ایلئوم و کولون موش سوری بیان می 

از دئودنوم به سمت کولون  mRNAنشان دادند که میزان  

افزایش می یابد. به گونه ای که بالاترین میزان بیان مربوط به 

کولون است. بیان پروتئین این گیرنده نیز توسط روش 

ایمونو هیستو شیمی در بخش راسی سلول های اپی تلیوم 

سوری نشان داده  ژژونوم و ایلئوم و نیز کولون موش

نشان دادند   2010و همکاران نیز در سال Cresci (. 13شد)

در موش های سوری دارای  HCA2که گیرنده های 

میکروفلور نرمال، توسط اپیتلیوم کولون و ایلئوم بیان می 

 germ)شوند. در صورتیکه در موش های سوری فاقد فلور 

free) (.12بود) بیان این گیرنده ها به نحو محسوسی کمتر 

تقریبا همسو با این مطالعات در مطالعه حاضر،  بیان قابل 

در روده باریک موش های  HCA2توجه پروتئین گیرنده 
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صحرایی دیده شد. اما بر خلاف موش سوری در موش  

های صحرایی بیان این گیرنده توسط سلول های اپی تلیال 

 کولون ضعیف بود.  جالب اینکه سلول های اپی تلیال در

در قاعده سکوم بیان بالایی از این گیرنده را نشان دادند.  

موش صحرایی سکوم بسیار بزرگ بوده و عملکرد تخمیری 

بالایی دارد که می تواند دلیل حضور این گیرنده در سکوم را 

توجیه کند. لازم به ذکر است که در مطالعات پیشین 

ه ( سکوم موش سوری مورد ارزیابی قرار داده نشد13و12)

بود. در کل می توان چنین نتیجه گیری نمود که پروتئینهای 

در اپیتلیوم روده باریک و قاعده سکوم  HCA2گیرنده 

موشهای صحرایی به وفور وجود دارند که آنها را به 

حیوانات آزمایشگاهی مناسب برای مطالعات آتی در مورد 

 این گیرنده ها در دستگاه گوارش تبدیل می کند.
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