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Abstract 
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Objective: Hydrostatic pressure is crucial component of cell environment and 
fundamental physical quantity, also it is the main factor of both cell integrity and 
function. Pressure variation disorder, beyond physiological limits, may lead to 
pathological states. In this study, we examined the effect of hydrostatic pressure 
on apoptosis induction, viability, morphology, adhesion potency to substrate and 
migration of differentiated PC-12 cells. 
Materials and Methods: PC-12 as a neuronal cell line maintained in RPMI 
1640 culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum. Staurosporine 
was used for differentiating of mitotic PC-12 cells to post mitotic and 
differentiated neuronal cells. Exclusion Dye was used for viability assay, total  
neurite length of each cell as well as morphometry. TUNEL staining was also 
performed for apoptosis detection, adhesion potency of cells to substrate and 
evaluation of cell migration. 
Results: Hydrostatic pressure, over physiological limits, induced apoptosis in 
differentiated PC-12 cells. It changed cell viability gradually and reduction happened 
significantly after 24 hours (p<0.05). In compare to the control group, hydrostatic 
pressure reduced total neurite length, adhesion potency to substrate and migration 
of cells in the examined group (p<0.05).
Conclusion: Hydrostatic pressure induced apoptosis in differentiated PC-12 cells 
as a result of inappropriate interaction between cells and substrate. We propose 
that apoptosis in differentiated PC-12 cells may be an anoikis causing to lose the 
attachment to the substrate. 
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بررسي بروز آپوپتوز در سلول‎هاي عصبي تمايز يافته PC-12 پس از
 اعمال فشار هيدروستاتيك 
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/11/15، پذيرش مقاله: 87/1/31

* هدف: بررسي بروز آپوپتوز در سلول‎هاي عصبي تمايز يافته PC-12 در اثر اعمال فشار هيدروستاتيك
* مواد و روش‌ها: در اين مطالعه سلول هاي رده PC-12 در محيط كشت RPMI 1640 همراه با10 درصد سرم 
به سلول‎هاي عصبي )نورون( تمايز  استئورسپورين  با غلظت تمايزي مناسب  تيمار  از  كشت داده شدند. سلول ها  پس 
آزمايش  گروه  سلول هاي  شدند.  تقسيم  آزمايش  و  كنترل  گروه  دو  به   PC-12 يافته  تمايز  سلول‎هاي عصبي  يافتند. 
به محفظه اعمال فشار منتقل شدند و به مدت 2 ساعت در معرض 100ميلي متر جيوه فشار هيدروستاتيك قرار گرفتند. 
آپوپتوز  شاخص  و  سلول ها  بقاي  ميزان  ترتيب  به   TUNEL رنگ آميزي  و  حياتي  رنگ آميزي  از  استفاده  با  سپس 
با اندازه گيري طول نوريت ها، مورفولوژي سلول ها بررسي و توانايي چسبندگي به بستر و مهاجرت   آنها سنجيده شد. 

سلول ها نيز ارزيابي شد.
* يافته‌ها: نتايج نشان داد ميزان بقاي سلول ها در دو گروه مشابه بود اما پس از 24 ساعت، بقاي سلول ها در گروه 
 .)p>0/05( شاخص آپوپتوز در گروه آزمايش در مقايسه با گروه كنترل بيشتر بود .)p>0/05( آزمايش كاهش يافت
همچنين طول نوريت ها، توانايي چسبندگي سلول ها به بستر  و توانايي مهاجرت سلول ها درگروه آزمايش در مقايسه با 

.)p>0/05( گروه كنترل به طور معنی داري كاهش يافته بود
* نتيجه‌گيري: به نظر مي رسد اعمال فشار هيدروستاتيك وارده به سلول ها با كاهش طول نوريت ها، كاهش توانايي 
چسبندگي سلول به بستر و كاهش توانايي مهاجرت سلول ها كه از رفتارهاي حياتي سلولي تلقي مي شود، سبب وقوع 
آپوپتوز در سلول‎هاي عصبي تمايز يافته PC-12 شده است. با توجه به اختلالي که فشارهيدروستاتيك در چسبندگي 

سلول ها به بستر  پدید آورده، به نظر مي رسد آپوپتوز ايجاد شده در سلول ها از نوع آنويکيز باشد.

PC-12 كليد‌واژگان: فشار هيدروستاتيك ،آپوپتوز، آنويكيز، تمايز عصبي ، رده سلولي
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مقدمه
سلول ها چه در حالت منفرد وچه زمانی که در بافت قرار دارند 
نيروها  اين  با  را  خود  بايد  و  هستند  مكانيكي  نيروهايي  تاثير  تحت 
 سازگار کنند. اگر چنين نيروهايي بيش از اندازه معمول شوند، به طوري
محسوب  استرس زا  عامل  نباشند،  سلول  طبيعي  پاسخ  حد  در   که 
آسيب  موارد،  اغلب  در  مي رسانند.  آسيب  سلول ها  به  و  می شوند 
 وارده به صورت ايجاد بيماري يا حتي از بين رفتن موجود زنده بروز

مي كند )1(.
محيط  حياتي  مکانيکي  اجزاي  از  يکي  هيدرواستاتيک  فشار 
بدن  مختلف  قسمت هاي  در  آن  ميزان  و  مي آيد  شمار  به  سلولي 
حدودا فشاري  معرض  در  مغز،  عصبي  سلول هاي  است.   متفاوت 
15 ميلي متر جيوه هستند که از طرف مايع مغزي-نخاعي به آنها وارد 
مي شود )2(. دستگاه عصبي و سلول هاي آن به علت تماس مداوم با 
از حد  بيش  اثرافزايش  در  كه  بيماري هايي  و  هيدرواستاتيک  فشار 
توجه  مورد  مي آيد،  به وجود  اين دستگاه  در  هيدرواستاتيک  فشار 

محققان بسیاری قرار گرفته است.
آگار و همكارانش با طراحي يك محفظه فشار به بررسي مرگ 
مرگ  و  پرداخته اند  عصبي  سلول هاي  مختلف  رده هاي  در  سلولي 
سلولي ايجاد شده در آنها را از نوع آپوپتوز و ناشي از افزايش ميزان 
 فشار هيدرواستاتيک  دانسته اند )3(. سپس مطالعات ديگري در زمينه 
بررسي با  در سلول هاي عصبي  هيدرواستاتيک  فشار  ميزان   افزايش 

نوعي  كه  گلوکوما،  بيماري  جريان  در  سلولي  آسيب  ايجاد  روند 
انجام است،  چشم  اتاقک  داخل  فشار  افزايش  با  مرتبط   بيماري 

شد )4، 5(.
بر اثر  با  هيدرواستاتيک  فشار  جمله  از  مکانيکي   نيروهاي 
كانال هاي  يوني دريچه مكانيكي سطح  سلول ها و همچنين ماتريكس 
عملكردي و  ساختاري  رفتارهاي  در  تغيير  سبب  سلولي   خارج 
به  بر آن كه  ماتريكس خارج سلولي علاوه   .)1( سلول ها مي شوند 
عنوان داربست فيزيكي در محيط اطراف سلول ها عمل مي كند )6(، 
تمايز و  تكثير،  القاي  مانند  پيام هاي حياتي  از  بسياري  انتقال  واسطه 
مرگ سلولي در سلول ها به شمار مي آيد )7، 8(.اهميت ماتريكس 
خارج سلولي تا آن اندازه است که فقدان بر هم کنش مناسب سلول 
و ماتريكس خارج سلولي که توسط اتصالات نقطه اي رخ مي دهد 
به  پاسخ  نوع آپوپتوز که در  اين  به  بروز آپوپتوز مي شود.  به  منجر 
مي دهد  ماتريكس خارج سلولي رخ  و  نامناسب سلول  بر هم کنش 

آنويکيز  گفته مي شود )9(. 
با وجود مطالعات ذكر شده در زمينه اثرات ا فزايش ميزان فشار 
هيدرواستاتيک بر سيستم هاي بيولوژکی هنوز پرسش هاي زيادي در 
مورد چگونگي ايجاد مرگ و آسيب هاي سلولي ناشي از آن وجود 
دارد که تحقيقات و مطالعات بيشتري را طلب مي کند. تحقيق حاضر 
با بررسی تاثير ميزان آسيب رسان فشار هيدرو استاتيك بر سلول هاي 



عصبي تمايز يافته در محيط كشت و بررسي تغييرات درتوانايي هاي 
 حياتي سلول ها مانند مورفولوژي، چسبندگي سلول به بستر و مهاجرت

نتيجه  به نكات مبهمي كه در  يافتن پاسخ مناسب  سلول ها سعي در 
مي دهد،  روي  عصبي  سلول هاي  در  هيدرواستاتيك،  فشار  اعمال 

دارد.

مواد و روش ها 
PC-12 کشت و تمايز سلول هاي رده

مدولاي  از  شده  مشتق   PC-12سلولي رده  از  مطالعه  اين  در 
غده فوق كليه كه ماهيت عصبي دارد استفاده شد. اين رده سلولي 
متداول طور  به  پس  آن  از  و  شده  استخراج  تيچلر  و  گرين   توسط 
استفاده م��ورد  نوروفيزيولوژي  و  نوروشيميايي  تحقيقات   در 
بانک از  ش��ده  تهيه  س��ل��ول ه��ای   .)10( اس��ت  گرفته   ق���رار 
کشت م��ح��ي��ط  در  اي������ران،  پ��اس��ت��ور  ان��س��ت��ي��ت��و   س��ل��ول��ي 
شامل افزودني هايي  با  همراه   RPMI 1640  (Gibco,UK)   
،Fetal Bovine Serum(Gibco,UK) درص���د   10 

درصد   1 و   L-Glutamine  (Sigma,USA) 2ميلي م��ولار 
و  داده  کشت   (Sigma, USA) غيرضروري  آمينه  اسيدهاي 
درجه  انکوباتور37  در  ميلي ليتري   40 كشت  فلاسک هاي   در 

سانتي گراد با CO2 به ميزان 5 درصد نگهداري شدند.
و  رسولي  مطالعات  براساس   PC-12 رده  سلول هاي  تمايز 
سلول هاي  منظور  بدين  شد.  انجام  تغييرات  اندكي  با  همكارانش 
 رده PC-12  به مدت 5 ساعت تحت تيمار با غلظت 214 نانومولار
قرار   (Alexis,USA) استئورسپورين  ميلي ليتر(  در  نانوگرم   100(
بالغ  نورون هاي  عنوان  به  بلند  نوريتي  زوايد  ايجاد  از  پس  و  گرفته 
سپس  .)11( شدند  گرفته  نظر  در  يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي   و 

سلول هاي تمايز يافته PC-12 در دو گروه كنترل )بدون اعمال فشار 
هيدرواستاتيك( و آزمايش )در معرض  فشار هيدرواستاتيك( مورد 

مطالعه قرار گرفتند .

سيستم اعمال فشار هيدرواستاتيك
سيستم اعمال فشار هيدرواستاتيك مورد استفاده در اين تحقيق يك 
مدل تاييد شده در بين سيستم‎هاي متعدد اعمال فشار هيدرواستاتيك 
مورد  همكارانش  و  آگار  توسط  اين  از  پيش  كه  سلول هاست  بر 
است  محفظه ای  شامل  سيستم،  اين   .)3( است  گرفته  قرار  استفاده 
فشار  دمنده  پمپ  يک  به  هوا  ورودي  دريچه  يک  طريق  از  که 
آزمايش  گروه  سلول هاي  حاوي  كشت  ظروف  مي شود.  متصل 
ميزان به  هيدرواستاتيك  فشار  و  شدند  قرارداده  محفظه  داخل   در 
شد.  پمپ  محفظه،  داخل  ساعت   2 مدت  به  و  جيوه  ميلي متر   100
 در گروه كنترل، ظروف کشت حاوي سلول ها در محفظه ديگري
شدند. قرارداده  انکوباتور  در  شود  اعمال  فشار  آنها  به  آنكه  بدون 
سپس سلول ها از نظر ميزان بقا، وقوع آپوپتوز، مورفولوژي، چسبيدن 
ارزيابي،  هر  در  گرفتند.  قرار  ارزيابي  مورد  مهاجرت  و  بستر  به 

آزمايش ها چهار بار در گروه هاي غيروابسته تكرار شد.

ارزيابي ميزان بقاي سلول ها 
به منظور تعيين اثر افزايش فشار هيدرواستاتيک بر درصد بقاي  
 5×105 تراكم  با  سلول ها   ،PC-12 يافته  تمايز  عصبي   سلول هاي 
سلول در هر خانه ظروف كشت 24 خانه، كشت شده و به محفظه 
اعمال فشار منتقل شدند و تنها در گروه آزمايش فشار هيدرواستاتيك 
اعمال شد. سپس سلول هاي هر دو گروه در چهار زمان 0، 6، 12 و 
گرفتند.  قرار  ارزيابي  مورد  سلول ها  بقاي  ميزان  نظر  از  ساعت   24
آنزيم  با  ظرف  كف  از  سلول ها  جداسازي  ابتدا  منظور   بدين 

شد  انجام   (Sigma, USA) 0/25درص���د   EDTA-تريپسين
ميكروليتر  با100  سلولي   سوسپانسيون  از  ليتر  ميكرو  سپس100 
از 2 دقيقه سلول ها  تريپان بلو مخلوط شد و پس  محلول 0/4درصد 
 روي لام نئوبار شمارش شدند و درصد بقاي سلول ها از تقسيم تعداد

عدد  ضربدر   سلول ها  کل  تعداد  بر  نگرفته  رنگ  سلول هاي 
بقاي ميزان  تعيين  از  آمده  دست  به  نتايج   .)12( شد  محاسبه   100 
پيش پروپيديوم يديدكه  با  حياتي  رنگ آميزي  از  پس   سلول ها 

تاييد  مورد  است،  شده  پيشنهاد  همكارانش  و  تاس  توسط  اين  از 
محلول  با  تثبيت  از  پس  سلول ها  منظور  بدين   .)13( گرفت  قرار 
 پارافرمالدئيد 4 درصد به مدت 20 دقيقه در محلول پروپيديوم يديد
بار سه  از  پس  و  شده  ميلي ليتر(رنگ آميزي  در  ميکروگرم   20( 
با   (Phosphate Baffer Salin) PBS با  شست وش��و 
ميکروسکوپ فلورسنت (Olympus AX-70; Japan) مطالعه 
شدند. با توجه به سمّی بودن اين رنگ، در كليه مراحل رنگ آميزي 

اصول حفاظتي به خوبي رعايت شد.

بررسي وقوع آپوپتوز در اثر اعمال فشار هيدرواستاتيك
براي بررسي ميزان وقوع آپوپتوز در اثر اعمال فشار هيدرواستاتيك 
 (Terminal Uridine Deoxynucleotidyl  از رنگ آميزي تونل
 Transferase dUTP Nick End Labeling) TUNEL 
استفاده شد. اين نوع رنگ آميزي روشي براي مشخص کردن قطعه 
آپوپتوز  نوع  از  سلولي  مرگ  جريان  در   DNA منظم  شدن   قطعه 
 103 تراکم  با  يافته  تمايز  محسوب مي شود )14(. سلول هاي عصبي 
 سلول در هر خانه ظرف کشت 96 خانه كشت داده شدند. پس از 
 انجام آزمايش، سلول ها در محلول پارافرمالدئيد 4 درصد به مدت
استفاده  با  سلول ها  غشای  نفوذپذيري  شدند.  تثبيت  ساعت   يك 
 از محلول 0/2 درصد Triton X-100 (Sigma, USA)  به مدت 
ساعت   1 مدت  به  سلول ها  سپس  شد.  انجام  يخ  برروي  دقيقه  دو 
ترکيبي محلول  با  تاريکي  شرايط  و  سانتي گراد  درجه   37  دردماي 
سرانجام شدند.  انکوبه   TUNEL  (Roche,Denmark) 

ميلي ليتر  در  ميکروگرم   20 محلول  در  رنگ آميزي سلول ها 
با  شست وشو  بار  سه  از  پس  سلول ها  و  شد  انجام  يديد  پروپيديوم 
 (Olympus AX-70; Japan) با ميکروسکوپ فلورسنت PBS
عنوان به  درخشان  زرد  رنگ  هسته  با  سلول هاي  شدند.   مطالعه 
سلول هاي آپوپتوتيك شمارش شده و در نهايت، شاخص آپوپتوز 
از تقسيم تعداد سلول هاي آپوپتوتيك بر تعداد كل سلول ها ضربدر 
کشت، ظرف  خانه  هر  از  آزمايش  اين  در  شد.  محاسبه   100  عدد 

تصادفي  طور  به   )x100 )بزرگ نمايي  ميکروسکوپي  زمينه   40
 بررسي  شد. سلول هاي PC-12 كه در محيط كشت همراه با اتانول
5 درصد، به عنوان القاگر قوي آپوپتوز، به مدت 2 ساعت قرار گرفته 

بودند به عنوان گروه كنترل مثبت در نظر گرفته شدند. 

ارزيابي مورفولوژي سلول ها
افزايش  اثر  تعيين  منظور  به  سلول ها  مورفولوژي  ارزيابي 
يافته تمايز  سلول هاي  نوريت هاي  طول  بر  هيدرواستاتيک   فشار 

از اعمال فشار  در چهار زمان 0، 6، 12 و 24 ساعت پس   PC-12
هيدرواستاتيك انجام شد. بدين منظور سلول هاي هر دو گروه کنترل 
و آزمايش كه با تراكم 104 سلول در هر خانه ظرف کشت 24 خانه 
کشت شده بودند پس از تثبيت در پارافرمالدئيد 4 درصد به مدت 
به ويولت 2 درصد  با محلول کريستال  و رنگ آميزي   يك ساعت 

ارزيابي  م��ورد   ،PBS با  شست وش��و  ب��ار  سه  و  دقيقه   5 م��دت 
ارزيابي  براي  روش ها  بهترين  از  يکي  گرفتند.  قرار  مورفولوژيک 
كل  طول  اندازه گيري  يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي   مورفولوژي 
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نوريت هاي هر سلول است )15(. در اين روش كه توسط رون معرفي 
شد از سلول ها به صورت نقاط تصادفي در ظرف کشت با ميکروسکوپ 
عکس برداري  )Olympus IX-71; Japan( معکوس   نوري 
تعريف پس زمينه  يک  در  عكس ها   ،)x100 )ب��زرگ نمايي   شد 
گرفتند،  قرار    (d) مشخص  فاصله هاي  با  افقي  خطوط  با   شده 
تحت مي كنند  قطع  را  افقي  خطوط  نوريت ها  که  نقاطي   تعداد  

دادن  ق���رار  از  پ��س  و  ش��م��ارش   Intersection ع��ن��وان 
ب��ه ع��ن��وان ط���ول كل  م��ق��دار ح��اص��ل  زي����ر،  ف��رم��ول  در 
.)13( ش��د  محاسبه   (TNL) ن����ورون  ي��ک   ن��وري��ت ه���اي 

در هر گروه تعداد 100 سلول ارزيابي شدند.

IdTNL ×=
2
.π

(Total Neurite Length: TNL)=طول تمام نوريت هاي يك نورون
 d= فاصله بين دو خط افقي
 intersection تعداد =I 

π=3.14

ها به بستر  ارزيابي توانايي چسبندگي سلول 
هيدرواستاتيک  فشار  افزايش  اثر  تعيين  منظور  به  آزمون  اين 
منظور  بدين  شد.  انجام  بستر  به  سلول ها  چسبندگي  توانايي   بر 
 سلول ها به دنبال بازگرداندن ازمحفظه اعمال فشار با آنزيم تريپسين
سپس  شدند.  جدا  كشت  ظروف  كف  از  درصد   0/25   EDTA-
 104 سلول

 سوسپانسيون سلولي به دست آمده از هر دو گروه با تراكم
مجددا كلاژن  با  شده  پوشيده  خانه   24 كشت  ظرف  خانه  هر   در 
،30 ،15 ،5 زمان هاي  در  قرار گرفتند.  انکوباتور  و در   پليت شدند 

60، 120 و 240 دقيقه پس از پليت مجدد و فرصت دادن به سلول 
ها براي چسبيدن به بستر، محلول رويي، حاوي سلول هاي نچسبيده 
به مدت پارافرمالدئيد 4درصد   برداشته و سلول هاي چسبيده توسط 
يك ساعت تثبيت شدند )16(. سپس سلول ها با رنگ کريستال ويولت 
2 درصد به مدت 5 دقيقه رنگ آميزي و پس از سه بار شست وشو 
با PBS شمارش شدند. شمارش سلول هاي چسبيده به كف ظرف 
 كشت توسط عکس برداري از تمام نقاط ظرف كشت )بزرگ نمايي
x40( در هريك از فواصل زماني مورد مطالعه در هر دو گروه انجام 

شد. در هر گروه 100 زمينه ميكروسكوپي بررسي شد.

ارزيابي توانايي مهاجرت سلول ها 
در اين آزمون به سلول هاي رده PC-12  اجازه داده شد آن قدر 
صورت  به  و  كرده  پر  را  كشت  ظرف  كف  كاملا  تا  شوند  تقسيم 
تك لايه سلولي درآيند. پس از تمايز، انتقال به محفظه اعمال فشار 
تك  از  مشخصي  بخش  محفظه،  از  كشت  ظروف  كردن  خارج  و 
استريل،  و  تميز  تيغ  توسط کی  از کف ظرف كشت،  سلولي  لايه 
تراشيده شد تا يک سطح عاري از سلول و علامت گذاري شده در 
از ظرف  آرامي  به  تراشيده شده،  ايجادشود. تک لايه  کف ظرف 
كشت شسته شد و در ادامه، محيط کشت تازه جايگزين شد. سپس 
و  گرفته  قرار  انكوباتور  داخل  ساعت   24 مدت  به  كشت  ظروف 
تثبيت  درصد   4 پارافرمالدئيد  با  سلول ها  زمان  اين  گذشت  از   پس 
به  درص��د   2 ويولت  کريستال  رن��گ  با  سلول ها  سپس  شدند. 
 PBS با  شست وشو  بار  سه  از  پس  و  رنگ آميزي  دقيقه   5 مدت 
عكس برداري  با  كه  بررسي ها  اين  در  گرفتند.  قرار  بررسي   مورد 
مناطق علامت گذاري شده صورت گرفت،  از   )x200 بزگ نمايي( 
تعداد سلول هاي مهاجرت كرده  از خط نشانه شمارش شدند )17(. 

در هر گروه 30 زمينه ميكروسكوپي واجد خط نشانه بررسي شد.

بررسي هاي آماري
آپوپتوز،  شاخص  سلول ها،  بقاي  درصد  به  مربوط  داده هاي 
تعداد و  بستر  به  چسبيده  سلول ه��اي  تعداد  نوريت ه��ا،   ط��ول 
به آزمايش  و  كنترل  گ��روه  دو  در  ك��رده  مهاجرت   سلول هاي 

از آزمون  و  ميانگين محاسبه  از خطاي  انحراف  و  ميانگين  صورت 
معني دار  بررسي  براي   )12.Ver,software  SPSS(  t-test
p>0/05 با  تفاوت هاي  و  شد  استفاده  گروه ها  بين  اختلاف   بودن 

معني دار در نظر گرفته شد.

يافته ها
اثر فشار هيدرواستاتکي بر درصد بقاي سلول ها

نشان  سلول ها   بقاي  ميزان  ارزيابي  از  آمده  دست  به  نتايج 
ساعت   12 و   6  ،0 زمان‎هاي  در  هيدرواستاتيک  فشار  اعمال  داد 
كنترل  گروه  دو  در  را  معنی داري  اختلاف  فشار،  اعمال  از  پس 
 24 گذشت  از  پس  درحالي كه  ب��ود.  نکرده  ايجاد  آزمايش  و 
کنترل  گروه  در  درصد   91±1/4 از  سلول ها  بقاي  درصد  ساعت 
اين  كه  بود  يافته  کاهش  آزمايش  گروه  در  درصد    87±1/6 به 
 کاهش از نظر آماري اختلاف معنی داري را بين دو گروه نشان داد

)t test, p< 0/05)  )نمودار 1(.

نمودار 1: اثر فشار هيدرواستاتيك بر در صد بقاي سلول هاي عصبي 
تمايز يافته PC-12 در زمان هاي مختلف

هستند  معني دار  اختلاف  داراي  مختلف  حروف  با  ستون هاي   :a/b
. (t test, p< 0/05(

گروه كنترل: سلول ها بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك
گروه آزمايش: سلول ها در معرض فشار هيدرواستاتيك

نمودار 2: اثر فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي سلول هاي عصبي 
تمايز يافته PC-12 در زمان هاي مختلف

هستند  دار  معنی  اختلاف  داراي  مختلف  حروف  با  هاي  ستون   :a/b
. (t test, p< 0/05(

گروه كنترل: سلول ها بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك
گروه آزمايش: سلول ها در معرض فشار هيدرواستاتيك
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اثر فشار هيدرواستاتکي  بر شاخص آپوپتوز در سلول ها
كه  آپوپتوز  شاخص  مقايسه  از  به دست آم��ده  نتايج  بررسي 
انجام  فشار  محفظه  از  سلول ها  ك��ردن  خ��ارج  از  پس  بلافاصله 
گروه  در   3±0/5 از  آپوپتوز  شاخص  كه  بود  آن  از  حاكي  شد، 
معنی داري اف��زاي��ش  آزم��اي��ش  گ��روه  در   15±0/  8 به   کنترل 

نشان  ام��ر  اي��ن   .)1 >t test, p) )ش��ك��ل   0/05( ب��ود  يافته 
مرگ  اي��ج��اد  سبب  هيدرواستاتيک  ف��ش��ار  اع��م��ال  ك��ه  داد 
آزم��اي��ش گ���روه  س��ل��ول ه��اي  در  آپ��وپ��ت��وز  ن��وع  از   سلولي 

شده است.

اثر فشار هيدرواستاتکي بر مورفولوژي سلول ها
يافته تمايز  عصبي  هاي  سلول  هاي  نوريت  طول  گيري    اندازه 
از  پس  ساعت  و24   12  ،6  ،0 زماني  فاصله  چهار  در   PC-12
نوريت هاي طول  ميانگين  شد.  انجام  هيدرواستاتيک  فشار   اعمال 
سلول ها در چهار فاصله زماني اندازه گيري شده در گروه كنترل به 
ميکرومتر و  ترتيب 176±13/2، 185±7/8، 196±7/5، 196±7/8 
 123±9/0  ،124±6/7  ،138±5/7  ،134±7/7 آزمايش  گروه  در 
ميکرومتر بود )شكل 2، نمودار 2(. اين نتايج، كاهش معنی داري بين 
طول نوريت هاي گروه آزمايش در مقايسه با گروه كنترل نشان داد 

 .(t test, p< 0/05(

.PC-12 شكل 1: اثر فشار هيدرواستاتيك بر ميزان وقوع آپوپتوز در سلول هاي عصبي تمايز يافته
معرض  )در  آزمايش  و   )B, A( هيدرواستاتيك(  فشار  اعمال  )بدون  كنترل  گروه هاي  در   PC-12 يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي   
و   )A, a( معكوس  مكيروسكوپ  تصاوير  در  شده  مشخص  پكيان  با  كه  سلول هايي  ديده  آسيب  ظاهر   .)b, a( هيدرواستاتيك(   فشار 

سلول هاي به رنگ زرد درخشان در تصاوير رنگ آميزي TUNEL (B, b)، نشان دهنده ايجاد آپوپتوز در آنهاست. 
 .)Scale Bar=40µm(

 ) x 320 بزرگ نمايي b و x 200)، (a بزرگ نمايي B و A(

شكل2: اثر فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي سلول هاي عصبي تمايز يافته PC-12. جمع شدن زوايد نوروني و كاهش طول آنها 
در سلول ها پس از تاثير فشار هيدرواستاتيك مشهود است. گروه كنترل )بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك( )A(، گروه آزمايش )در 

 .)a( )معرض فشار هيدرواستاتيك
)x 100 بزرگ نمايي( )Scale Bar=20µm(
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به  سلول ها  چسبندگي  توانايي  بر  هيدرواستاتکي  فشار  اثر 
بستر

فاصله   6 در  بستر  به  چسبيده  ه��اي  سلول  تعداد  شمارش 
براساس  شد.  انجام  ها  سلول  مجدد  پليت  از  پس  مختلف  زماني 
در  بستر  به  چسبيده  هاي  سلول  تعداد  ميانگين  مشاهدات  اين 
 ،7/1±1/0 ترتيب  به  كنترل  گروه  در  بررسي  مورد  زمان  شش 
 ،112±12/3  ،103/3±11/4  ،39/3±6/0  ،15/8±2/2

 ،14±2/0  ،6/8±0/4  ،5/2±0/7 آزمايش  گروه  در  و    112±6/4
نشان  نتايج  اين   .)3 )شكل  بود  و57±5/0   47/7±3/8  ،36/9±2/1 
تعداد  که  ها  سلول  مجدد  پليت  از  پس  دقيقه   5 تا  ده��د   مي 
هاي چسبيده به بستر در دوگروه اختلاف معنی داري نداشت،  سلول 
تعداد در  داري  معنی  و  ملاحظه  قابل  کاهش  ها  زم��ان  ساير   در 

گروه  با  مقايسه  در  آزمايش  گروه  در  بستر  به  چسبيده  هاي  سلول 
 .(t test, p< 0/05( کنترل مشاهده شد

A

5 دقیقه

15 دقیقه

30 دقیقه

60 دقیقه

120 دقیقه

240 دقیقه
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B

C
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F

شكل 3: اثر فشار هيدرواستاتيك بر چسبندگي به بستردر سلول هاي عصبي تمايز يافته PC-12 در زمان هاي مختلف.
كاهش تعداد سلول هاي چسبيده شده به بستر در گروه كنترل )A, B, C, D, E, F( در مقايسه با گروه آزمايش ) a, b, c, d, e, f( پس 
از گذشت 15 دقيقه كاملا مشهود است. گروه كنترل )بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك(، گروه آزمايش )در معرض فشار هيدرواستاتيك(. 

)x40 بزرگ نمايي( .)Scale Bar=150µm(
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اثر فشار هيدرواستاتکي بر توانايي مهاجرت سلول ها
نشانه، خط  از  ک��رده  مهاجرت  سلول ه��اي  تعداد   شمارش 
  24 ساعت پس از نشانه گذاري ظروف كشت انجام شد. ميانگين تعداد

سلول هاي مهاجرت کرده ازخط نشانه در گروه کنترل 14/3±1/2 
اين   .(t test, p<  0/05( بود   6/4±0/6 آزمايش  گ��روه  در  و 
کاهش  سبب  هيدرواستاتيک  فشار  اعمال  كه  داد  نشان   نتايج 
معنی دار تعداد سلول هاي مهاجرت کرده در گروه آزمايش درمقايسه 

با گروه کنترل شده است.

بحث
فشار هيدرواستاتيک يكي از عوامل مكانيكي اصلي محيط اطراف 
سلول ها است که نقش بسيار مهمي در عملکرد و حيات آنها دارد. 
نحوه  فشار هيدرواستاتيک و  اثر  بررسي  اندكي در زمينه  تحقيقات 
مرگ سلولي و ايجاد بيماري در نورون ها به صورت آزمايشگاهي 
انجام شده است. همين مسئله سبب شده تا پاتوفيزيولوژي آسيب هاي 
به وجود آمده و چگونگي بروز مرگ سلولي در اثر افزايش ميزان 

فشار هيدرو استاتيک تا سال ها ناشناخته بماند.
در تحقيق حاضر براي دست يابي به مدلي مناسب از نورون هاي 
سلول هاي   از  آن،  بر  هيدرواستاتيك  فشار  تاثير  عصبي و  دستگاه 
يافته تمايز  استئورسپورين  توسط  كه   PC-12 يافته  تمايز   عصبي 
فشار اث���رات  مطالعه  سپس   .)18  ،11( ش��د  استفاده   ب��ودن��د، 

مورفولوژيکي-  ديد  يک  با  سلول ها  اين  روي  هيدرواستاتيک 
و  بقا  درصد  بررسي  از  پس  که  طوري  به  شد.  انجام  عملکردي 
مورفولوژي سلول ها و مقايسه آنها در دو گروه کنترل و در معرض 
جهت  در  آنها  مهاجرت  و  بستر  به  سلول ها  اتصال  توانايي  فشار، 
بررسي بروزآپوپتوز در سلول هاي عصبي در اثر افزايش ميزان فشار 

هيدرواستاتيک مورد مطالعه قرار گرفت.
تا سال 2000 مطالعه اي مبني بر تاثير مستقيم فشار هيدرواستاتيک 
همکارانش  و  آگار  اينکه  تا  بود  نشده  انجام  عصبي  سلول هاي  بر 
 100 ميزان  به  فشارهيدرواستاتيک  معرض  در  را  عصبي  سلول هاي 
 ميلي متر جيوه قرار دادند و تغييرات به وجود آمده را بررسي کردند. 
كرد  مشخص  محققان  اين  کمّي  و  مورفولوژيکي  بررسي هاي 
اين در  آپوپتوز  بروز  عامل  تنهايي  به  هيدرواستاتيک  فشار   که 
وقوع  افزايش  دلايل  و  آپوپتوز  ايجاد  چگونگي  اما  سلول هاست. 
در   .)3( است  ناشناخته  همچنان  هيدرواستاتيک  فشار  اثر  در  آن 
ميزان به  هيدرواستاتيک  فشار  اثر  واكس،  و  تزل  ديگري   تحقيق 
بر سلول هاي عصبي گانگليوني  به طور مداوم  50 ميلي متر جيوه را 
شبكيه چشم در كشت هم زمان با سلول هاي گليال  بررسي كردند. 
 آنها TNF-α مترشحه از سلول هاي گليال را مسئول ايجاد آپوپتوز

تحقيق  در   .)4( كردند  معرفي  گانگليوني  عصبي  سلول هاي  در 
فشار  جيوه   ميلي متر   100 اعمال  از  پس  آپوپتوز،  ايجاد  نيز  حاضر 
هيدرواستاتيک به مدت 2 ساعت، توسط رنگ آميزي TUNEL و 
مقايسه شاخص آپوپتوز بين دو گروه کنترل و در معرض فشار تایيد 

شد.
در آزمايش ارزيابي ميزان بقاي سلول ها، درصد بقای سلول هاي 
هر دو گروه پس از گذشت 12 ساعت از  اعمال فشار هيدرواستاتيک 
 بيش از 95 درصد بود كه اين مسئله نشان دهنده درصد بقاي طبيعي
 در هر دو گروه کنترل و در معرض فشار است. اما پس از گذشت
فشار  معرض  در  ك��ه  سلول هايي  بقاي  درص��د  س��اع��ت،   24 
اين  از دلايل  بودند كاهش يافت. يكي  هيدرواستاتيک قرار گرفته 
کاهش درصد بقا مي تواند تشديد اثر فشار هيدرواستاتيک با گذشت 
بازيابي توان زيستي خود پس  از سلول ها در  ناتواني برخي  زمان و 
در  اختلال  باعث  حتي  که  باشد  هيدرواستاتيک  فشار  اعمال  از 

سازماندهي غشا و در نهايت مرگ سلول، پارگي غشا و نفوذپذيري 
آن به تريپان بلو و پروپيديوم يديد شده است. 

از آنجايي كه اعمال فشار هيدرواستاتيک بر سلول ها همواره به 
عنوان يکي از ابزارهاي مفيد براي تحليل ساختار، معماري و در نهايت 
عملکرد سلول ها است )21-19( برآن شديم تا جهت بررسي آپوپتوز 
مورفولوژيکي  تغييرات   ،PC-12 يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي  در 
هيدرواستاتيک  فشار  اعمال  از  پس  را  سلول ها  اين  در  شده  ايجاد 
سلول هاي  مورفولوژيکي  بررسي  براي  دهيم.  قرار  بررسي  مورد 
عصبي تمايز يافته بهترين راه ممکن اندازه گيري طول کل نوريت ها و 
زوايد سلولي است )15(. بررسي ها نشان داد که فشار هيدرواستاتيک 
زماني فواصل  تمام  در  نوريت ها  طول  دار  معني  کاهش   سبب 
تمايز  عصبي  سلول هاي  گرفت  نتيجه  مي توان  لذا  بود   می شود 
يافته PC-12 در اثر اعمال فشار هيدرواستاتيک شروع به جمع كردن 
نوريت ها مي كنند كه اين امر يكي ازنشانه هاي مورفولوژيکي شروع 
 Pseudo Retraction پديده آپوپتوز در سلول ها، تحت عنوان
است )22( . سلول هاي تمايز يافته عصبي براي نوريت زايي و افزايش 
سلولي خارج  ماتريکس  با  مناسب  برهم کنش  به  نوريت ها   طول 

فشار  ثر  درا  نوريت ها  طول  )23(.کاهش  دارن��د  احتياج  بستر  و 
شد، مشاهده  مورفولوژيکي  بررسي هاي  در  كه   هيدرواستاتيک 
و کم  بر سلول  استاتيک  هيدرو  فشار  مستقيم  اثر  از  ناشي  مي تواند 
تمايز عصبي  سلول هاي  در  سلول-بستر  مناسب  برهم کنش   کردن 
باشد. اتصال،  به  وابسته  سلول  يک  عنوان  به   ،PC-12  يافته 

ارتباطات سلول با ماتريكس خارج سلولي و بستر نقش بسيار مهمي 
رشد،  سلولي،  حرکات  جمله  از  بيولوژيکي  اساسي  فرايندهاي  در 
سلول  حيات  نهايت  در  و  ژني  تظاهرات  تنظيم  مهاجرت،  تمايز، 
سلولي  خارج  ماتريكس  از  که  سيگنال هايي   .)8  ،7( مي کند  بازي 

به سلول القا مي شود حتي سبب سرکوب مرگ سلولي در آنها مي 
خارج  ماتريكس  از  شده  مخابره  سيگنال هاي  اهميت   .)24( گردد 
مي گيرد  صورت  اتصالي  نقاط  و  اينتگرين ها  توسط  که  سلولي 
يا  کاهش  به  پاسخ  در  سيگنال ها  ازاين  دسته اي  که  است  حدي  به 
القاي  سبب  سلولي  خارج  ماتريكس  با  سلول  برهم کنش  فقدان 
 آنويکيز مي شوند. آنويکيز واكنش هايي است که سلول در پاسخ به

برهم کنش نامناسب با ماتريكس خارج سلولي و بستر در قالب مرگ 
همكارانش  و  گي يو  مطالعات  26(.نتايج   ،25( مي دهد  بروز  سلول 
به  مبتلا  صحرايي  موش هاي  چشم  شبكيه  بافت  بررسي  به  كه 
فشار  ميزان   افزايش  داد  نشان  بودند،  پرداخته  گلوكوما  بيماري 
اصلي  پروتئين هاي  از  يكي  لامينين،  تخريب  سبب  هيدرواستاتيک 
ماتريكس خارج سلولي اطراف سلول هاي گانگليوني شبکيه چشم، 
عصبي  بافت  در  آپوپتوز  بروز  سبب  تغييرات  همين  كه  بود  شده 
در   .)27( است  شده  گلوكوما  بيماري  ايجاد  نهايت  در  و  شبکيه 
تحقيق حاضر نيز همانند مطالعات گي يو و همكارانش اثر افزايش 
ميزان  فشار هيدرواستاتيک بر برهم كنش سلول هاي عصبي با بستر 
اطراف بررسي شد .با اين تفاوت كه مطالعه حاضر روي يك سيستم 
 سلولي انجام شده و فشار هيدرواستاتيک  مستقيما و بدون واسطه بر
سلول ها اعمال شده است. بررسي تعداد سلول هاي چسبيده به كف 
داد که  نشان  انجام گرفت،  سلول ها  مجدد  پليت  از  پس  ظرف كه 
بسيار  کاهش  سلولي  خارج  بستر  به  سلول ها  چسبندگي  توانايي 
محسوس و معنی داري يافته است. به طوري که مثلا در فاصله هاي 
زماني 1تا2 ساعت پس از پليت مجدد سلول ها، توانايي چسبندگي 
از نصف هم  با گروه کنترل  مقايسه  سلول هاي در معرض فشار در 
مهاجرت سلول ها، که خود  توانايي  از سوي ديگر  بود.  کمتر شده 
نمودي از برهم کنش مناسب سلول با بستر است )28(، پس از گذشت 
24 ساعت از اعمال فشار هيدرواستاتيك در سلول هاي گروه فشار 
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نسبت به گروه کنترل افت محسوس و معنی داري را نشان داد.با توجه 
به اين كه سلول هاي عصبي به تنهايي و بدون هم كشتي با سلول هاي 
بودند  شده  منتقل  هيدرواستاتيک  فشار  اعمال  سيستم  به   پشتيبان 
خود  روي  مستقيما  هيدرواستاتيک  فشار  كه  كرد  استنباط  مي توان 
اثر  سلولي  خارج  ماتريكس  و  سلول  غشايي  واسطه هاي  و  سلول 
و  بستر  به  سلول ها  مناسب  برهم كنش  در  اختلال  سبب  و  گذاشته 
هيدرواستاتيک فشار  تحت  سلول هاي  در  آپوپتوز  ايجاد  نهايت   در 

شده است. 

نتيجه گيري
هيدرواستاتيک  فشار  اثر  از  ناشي  آپوپتوز  مطالعه  اين  در 
نتايج شدند.  تایيد   ،PC-12 يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي   در 

فشار  داد  نشان  سلول ها  عملكردي  و  مورفولوژيكي  بررسي هاي 
سلول ها اين  مورفولوژي   بر  كه  تاثيري  بر  علاوه   هيدرواستاتيك 

در  اختلال  ايجاد  با  مي شود،  نوريت ها  كردن  جمع  سبب  و  دارد 
ايجاد  زمينه  است  ممكن  اطرافش  بستر  با  سلول  مناسب  برهمكنش 
مرگ سلولي در آنها را فراهم كند. اهميت اين مسئله تا آن اندازه 
ايمونوسيتوشيمي  بررسي  از  استفاده  با  آينده مي توانيم  است كه در 
بررسي و  دارند  نقش  بستر   - سلول  اتصالات  در  كه   پروتئين هايي 
در اخ��ت�الل  از  ناشي  سلولي  م��رگ  ب��روز  در  موثر   ژن ه��اي 
فشار  اثر  در  شده  ايجاد  سلولي  مرگ  سلول - بستر،   برهم كنش 
بررسي مورد  را  يافته  تمايز  عصبي  سلول هاي  در  استاتيك   هيدرو 

دقيق تري قرار دهيم. 
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