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Abstract 
Purpose: The present study was designed to investigate the effect of hydrostatic pressure on cell 

viability, apoptosis induction, morphology and cell-substrate interactions of PC12 cells.   

Materials and Methods: PC12 as a neuronal cell line maintained in RPMI 1640 culture medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum. PC12 cells were subjected to hydrostatic pressure. 

Experimental pressure condition was 100mmHg set above atmospheric pressure for 2 h. Controls 

were treated identically except for the application of pressure. Dye exclusion was used for viability 

assay, TUNEL staining was used for apoptosis detection. Cell area was assessed as morphometry 
and then cell adhesion, extension and migration were investigated. 

Results: Hydrostatic pressure had not changed viability of cells. It induced apoptosis in PC12 cells. 

In addition, hydrostatic pressure reduced cell area, adhesion, extension and migration ability of 

these cells (P<0.05). 

Conclusion: Hydrostatic pressure may induce apoptosis in PC12 cells as a result of inappropriate 

cell to substrate adhesion. Thus it is suggest that occurring apoptosis in these cells be an anoikis cell 

death induced by loss of attachment to the substrate. 
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  PC12هاي عصبي رده  بررسي اثر فشار هيدروستاتيك بر سلول

  **.Ph.D مارك هيل ، *.Ph.D علي اميني،  *.Ph.D مهري آزادبخت M.Sc.*، 1 سهيل صدري ،*.M.Sc مريم داوري زنجاني

  شناسي دانشكده علوم دانشگاه رازي كرمانشاه، كرمانشاه، ايران گروه زيست* 
  و ساوت ولز، سيدني، استرالياگروه آناتومي دانشگاه ني** 

  87آبان ماه : تاريخ پذيرش، 87شهريورماه : تاريخ وصول

 چكيده
 بستر در رده -هاي مورفولوژيكي و برهمكنش سلول   بررسي اثر فشار هيدرواستاتيك بر ميزان بقا سلولي، وقوع آپوپتوز، ويژگي:هدف

 .PC12سلولي 

هاي عصبي   به عنوان مدلي از سلولPC12هاي عصبي رده  در اين مطالعه سلول. نجام شد ا تجربياين مطالعه به روش :ها مواد و روش
ها به دو گروه كنترل و آزمايش  ها سلول براي انجام آزمايش.  درصد سرم كشت داده شدند10 همراه باRPMI 1640در محيط كشت 

متر جيوه فشار هيدروستاتيك به مدت  ميلي100 معرض هاي گروه آزمايش به محفظه اعمال فشار منتقل شده و در سلول. تقسيم شدند
ها  ها و شاخص آپوپتوز آن ترتيب ميزان بقاي سلول   بهTUNELآميزي  آميزي حياتي و رنگ با استفاده از رنگ.  ساعت قرار گرفتند2

بستر،گسترش و مهاجرت همچنين توانايي چسبندگي به . گيري مساحت آنها بررسي شد ها با اندازه مورفولوژي سلول. سنجيده شد
  . با بستر انجام شدPC12هاي رده  هايي براي ارزيابي اثر فشارهيدرواستاتيك در برهمكنش سلول سلولي به عنوان آزمايش

شاخص آپوپتوز در گروه آزمايش در مقايسه با گروه كنترل . ها در دو گروه مشابه بود  نتايج نشان داد كه ميزان بقاي سلول:ها يافته
ها به بستر، ميزان گسترش سلولي و توانايي مهاجرت  ها ، توانايي چسبندگي سلول همچنين مساحت سلول. (p<0.05) ودبيشتر ب
   .(p<0.05)ها درگروه آزمايش در مقايسه با گروه كنترل كاهش يافته بود  سلول
ها شده  سبب القاي آپوپتوز در اين سلولPC12  هاي عصبي رده رسد فشار هيدرواستاتيك اعمال شده بر سلول  به نظر مي:گيري نتيجه
توان پيشنهاد كرد كه با توجه به تاثير فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي و همچنين توانايي اتصال، گسترش و مهاجرت  مي. است
  .ع آنويكيز باشدها از نو  بستر دراين رده عصبي آپوپتوز ايجاد شده در سلول-ها و در نهايت اختلال در برهمكنش مناسب سلول  سلول

  
  PC12 فشار هيدرواستاتيك، آپوپتوز، آنويكيز، رده سلولي :ها كليد واژه

  

________________________  
شناسي،   ايران، كرمانشاه، دانشگاه رازي، دانشكده علوم، گروه زيست: آدرس مكاتبه 

  :azadbakhtm@razi.ac.irE-mail                                    67149-67346كدپستي

  مقدمه
هـا    نيروهاي مكانيكي از عناصر اصلي محيط اطراف سلول       

هـا و     عنوان واسطه، اطلاعات حياتي را بين سلول        هستند كه به  

فشار هيدرواسـتاتيك يكـي از   . دهند محيط اطرافشان انتقال مي   
نيروهاي مكانيكي است كه نقشي انكارناپذير در عملكـرد         اين  

هاي بدن    در حالت طبيعي سلول   . ها دارد   و حيات اغلب سلول   
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خود را با ميزان خاصـي از فـشار هيدرواسـتاتيك موجـود در              
هرگونه افزايش غيرطبيعي فـشار     . دهند  محيط سلول تطبيق مي   

ات هـا بـا افـزايش فـشار مايع ـ       هيدرواستاتيك وارده بر سـلول    
هـاي    توانـد سـبب ايجـاد حالـت         مـي   ها    محيط پيراموني سلول  

ها در واقع پاسـخ سـلول      آسيب رسان شود كه بروز اين حالت      
  . ]1[به تغيير در محيط فيزيكي اطراف است 

هاي يوني دريچه     نيروهاي مكانيكي بادو روش اثر بر كانال      
ها و همچنين ماتريكس خارج سلولي به         مكانيكي سطح سلول  

هــاي  لول مخــابره شــده و ســبب تغييــر در ويژگــيداخــل ســ
ساختاري و عملكـردي سـلول ماننـد تقـسيم، تمـايز و مـرگ               

فشار هيدرواستاتيك و نيروهاي مكانيكي     . ]1[شوند    سلولي مي 
تر كه در دامنه فيزيولوژيك بدن هستند بيـشتر از طريـق              ملايم

ماتريكس خـارج سـلولي بـر رفتارهـاي حيـاتي سـلول تـأثير           
عـلاوه بـر آن كـه     مـاتريكس خـارج سـلولي   . ]2[ گذارنـد  مي
هـا عمـل      عنوان داربست فيزيكي در محـيط اطـراف سـلول           به
هـاي حيـاتي ماننـد        كنـد، واسـطه انتقـال بـسياري از پيـام            مي

آيـد    شـمار مـي     هـا بـه      و مـرگ در سـلول      ]4[، تمـايز  ]3[تكثير
تـا آن انـدازه اسـت كـه      اهميت ماتريكس خـارج سـلولي  .]5[

ناسب سلول و ماتريكس خارج سلولي كـه        فقدان برهمكنش م  
دهد منجر بـه وقـوع آپوپتـوز          توسط اتصالات نقطه اي رخ مي     

بـه ايـن نـوع آپوپتـوز كـه در پاسـخ بـه بـرهمكنش                 . شود  مي
دهد آنويكيز    نامناسب سلول و ماتريكس خارج سلولي رخ مي       

  . ]6[ شود گفته مي
تحقيقات كنوني در زمينه اثرهاي فشار هيدرواسـتاتيك بـر       

هاي زيستي بيشتر با رويكرد آسـيب شناسـي ناشـي از              سيستم
هـا بـه      افزايش غيرطبيعي ميزان فشار هيدرواستاتيك بر سـلول       

دسـتگاه عـصبي و     . شود  مي  عنوان يك استرس مكانيكي دنبال      
هاي آن به علت تماس مداوم با فشار هيدرواسـتاتيك و             سلول
ل ميزان فشار هايي كه در اثرافزايش بيش از اندازه معمو بيماري

آيـد، بـسيار      مـي   وجـود     هيدرواستاتيك در دستگاه عـصبي بـه      

 و  (Agar) مطالعـات آگـار   . است  موردتوجه محققان قرار گرفته   
نتايج ايـن مطالعـات     . است  همكارانش از جمله اين تحقيقات      

كه با هدف شناخت بيـشتر پـاتوفيزيولوژي بيمـاري گلوكومـا            
ميـزان فـشار     مزمنصورت گرفت نشان داد كه افزايش حاد و

عنــوان مــدلي از  بــه (RGC-5هيدرواســتاتيك بــر رده ســلولي 
سبب ايجاد آپوپتوز ) هاي عصبي گانگليوني شبكيه چشم     سلول

در . ها و در نهايت آسيب شبكيه چشم شده است در اين سلول
اين مطالعات روند ايجاد آپوپتـوز در اثـر افـزايش غيرطبيعـي             

  .]7،8[ن ناشناخته عنوان شد ميزان فشار هيدرواستاتيك همچنا
درمطالعه حاضر براي پي بردن به چگونگي ايجاد آپوپتـوز          

ــلول  ــتاتيك در س ــشار هيدرواس ــال ف ــصبي،  دراثراعم ــاي ع ه
براساس شناخت مسير هـاي مخـابره نيروهـاي مكـانيكي بـه             

 بستر  –داخل سلول و همچنين نقش اساسي برهمكنش سلول         
م فشار هيدرواستاتيك   در حيات و عملكرد سلول، تأثير مستقي      

 بـا بـستر     PC12هاي عـصبي رده       بر برهمكنش و اتصال سلول    
در اين مطالعه با اسـتفاده از يـك         .مورد توجه قرار گرفته است    

 PC12هاي عصبي رده      اتاقك اعمال فشار هيدرواستاتيك سلول    
در معـرض   ) هاي عصبي   به عنوان مدلي رايج درمطالعه سلول     (

فته سپس از نظر ميزان بقاء، وقوع       فشار هيدرواستاتيك قرار گر   
 بستر مورد بررسـي     –آپوپتوز، مورفولوژي و برهمكنش سلول      

  . قرار گرفتند
  

  ها مواد و روش
   PC12هاي رده   كشت سلول

  تهيه شده از بانك سلولي PC12در اين مطالعه رده سلولي    
ايـن  . مورداستفاده قـرار گرفـت     1(NCBI)انستيتو پاستور ايران    

 همـراه بـا   RPMI 1640 (Gibco,UK) محيط كـشت  ها در سلول

________________________  

1- National Cell Bank of Iran ( NCBI) 
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مولار   دو ميلي  FBS(Gibco,UK) 1درصد    10هايي شامل     افزودني
(Sigma,USA) L-Glutamine  ــه ــيدهاي آمين ــك درصــد اس   وي
هــاي  كــشت شــده و در فلاســك(Sigma, USA)غيرضــروري 

گـراد بـا      درجه سـانتي  37ليتري و در انكوباتور        ميلي 40كشت  
CO2 درصد نگهداري شدند5 به ميزان  .  

 در دو گروه كنترل و آزمايش مطالعـه         PC12هاي رده   سلول
هاي گروه آزمايش در داخل       ظروف كشت حاوي سلول   . شدند

 100محفظه قرارداده شدند و فـشار هيدرواسـتاتيك بـه ميـزان        
.  ساعت به داخل محفظه، پمپ شد      2متر جيوه و به مدت        ميلي

ها در محفظه ديگـري       لدر گروه كنترل ظروف كشت حاوي سلو      
كه به آنهـا فـشار اعمـال شـود، در انكوبـاتور قـرارداده                  بدون آن 
هــا از نظــر ميــزان بقــاء، وقــوع آپوپتــوز،   ســپس ســلول. شــدند

مورفولــوژي، چــسبيدن بــه بستر،گــسترش و مهــاجرت ســلولي  
  . بار تكرار شد4ها  در هر ارزيابي ،آزمايش. ارزيابي شدند

  
  ستاتيك سيستم اعمال فشار هيدروا

سيستم اعمال فشار هيدرواستاتيك مـورد اسـتفاده در ايـن      
هـاي متعـدد اعمـال     تحقيق يك مدل تأييد شده در بين سيستم       

هاست كه پـيش از ايـن توسـط           فشار هيدرواستاتيك بر سلول   
ايـن  . ]7،8[آگار و همكارانش مورد استفاده قرار گرفته اسـت          

چـه  سيستم، شامل يك محفظـه اسـت كـه از طريـق يـك دري              
در ايـن   . شـود   مي  ورودي هوا به يك پمپ دمنده فشار متصل         

سيستم فشار هيدرواستاتيك ايجاد شده در محفظه توسط يـك          
  .شود مي اي در خارج انكوباتور تنظيم  فشار سنج جيوه

  
   ها بررسي ميزان بقاي سلول

به منظورتعيين اثر افزايش فشار هيدرواستاتيك بـر درصـد         

________________________  

1- Fetal Bovine Serum 

  سـلول    5×105ها با تـراكم       ، سلول PC12هاي رده     بقاي سلول 
 خانه كشت شـده و بـه محفظـه          24در هر خانه ظروف كشت      

هـاي هـر دو گـروه در          سپس سـلول  . اعمال فشار منتقل شدند   
ساعت پس از اعمال فـشار از نظـر    24 و12 ،6 ،0چهار زمان 

بــدين منظــور ابتــدا . هــا  ارزيــابي شــدند ميــزان بقــاي ســلول
 EDTA- بـا آنـزيم تريپـسين      ها از كف ظـرف      جداسازي سلول 

 ميكروليتـر   100  انجام شد، سپس    (Sigma,USA) در صد    25/0
درصـد  4/0 ميكروليتـر محلـول      100از سوسپانسيون سلولي بـا    

هـا روي لام نئوبـار         دقيقه سلول  2تريپان بلو مخلوط و پس از       
هــا از تقــسيم تعــداد  درصــد بقــاي ســلول .شــمارش شــدند

 100ها ضربدر عـدد     سلولهاي رنگ نگرفته بر تعدادكل        سلول
  .]9[محاسبه شد 

  

  ها بررسي وقوع آپوپتوز در سلول
براي بررسـي ميـزان وقـوع آپوپتـوز دراثـر اعمـال فـشار               

اين نـوع  . استفاده شد TUNEL 2هيدرواستاتيك از رنگ آميزي     
رنگ آميزي روشي براي مـشخص كـردن قطعـه قطعـه شـدن            

. ]10[ت   در جريان مرگ سلولي از نوع آپوپتوز اس        DNAمنظم  
 96سلول در هـر خانـة ظـروف كـشت           103ها با تراكم      سلول

هـا در     خانه كشت داده شدند، پـس از انجـام آزمـايش سـلول            
 درصد به مـدت يـك سـاعت تثبيـت           4محلول پارافرمالدهيد   

 2/0ها بـا اسـتفاده از محلـول           نفوذپذيري غشاي سلول  . شدند
 يخ به مدت دو دقيقه رويTriton X-100 (Sigma ,USA) درصد

 درجه  37 ساعت دردماي    1ها به مدت      سپس سلول . انجام شد 
ــانتي ــا محلـــول تركيبـــي   سـ ــاريكي بـ ــرايط تـ ــراد و شـ   گـ

 (Roche, Denmark) TUNELآميزي سرانجام رنگ. انكوبه شدند 

ليتر پروپـديوم يديـد        ميكروگرم در ميلي   20ها در محلول    سلول

________________________  

2- Terminal Uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End 

Labeling 
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 بـا   PBS1هـا پـس از سـه بـار شستـشو بـا                انجام شد وسـلول   
ــنت م ــكوپ فلورس ــه (Olympus AX-70;Japan)يكروس  مطالع

هاي با هسته داراي رنگ زرد درخشان به عنـوان            سلول. شدند
هاي آپوپتوتيـك شـمارش شـده و در نهايـت شـاخص               سلول

هاي آپوپتوتيـك بـر تعـداد كـل           آپوپتوز از تقسيم تعداد سلول    
در اين آزمايش از هـر      .  محاسبه شد  100ها ضربدر عدد      سلول

 xبزرگنمـايي   ( زمينـه ميكروسـكوپي      40رف كـشت،    خانه ظ ـ 
 كـه در    PC12هـاي     سـلول . طور تصادفي بررسي شـد      به) 100

 درصـد،به عنـوان القـاءگر قـوي         5محيط كشت همراه با اتانل      
عنوان گـروه كنتـرل        ساعت قرار گرفتند به    2آپوپتوز، به مدت    

 .مثبت در نظر گرفته شدند

  
  ها  بررسي مساحت سلول

ــو ــن آزم ــشار       اي ــزايش ف ــر اف ــين اث ــه منظــور تعي ن ب
.  انجام گرفـت  PC12هاي   هيدرواستاتيك بر مورفولوژي سلول   

 24 سلول در هر خانه ظروف كـشت         5×103ها با تراكم      سلول
سـپس  . خانه كشت شده و به محفظه اعمال فشار منتقل شدند         

سـاعت   24 و12 ،6 ،0هاي هر دو گروه در چهار زمـان   سلول
. هـا ارزيـابي شـدند       از نظرمساحت سـلول   پس از اعمال فشار     
بـه مـدت يـك       درصد4ها با پارافرمالدئيد  بدين منظور سلول

 درصـد   2ساعت تثبيت و سـپس بـا رنـگ كريـستال ويولـت              
عكسبرداري از مناطق تصادفي ظرف كشت      . آميزي شدند   رنگ

 انجام (Olympus AX-71;Japan)توسط ميكروسكوپ معكوس 
 سـلول   100ي مورد مطالعه حداقل   ها  شده و در هريك از زمان     

 نـاهمگون بودنـد،   PC12 از آنجا كه سلولهاي رده. بررسي شد
براي بررسي آنها سه شـاخص مورفولـوژيكي گـرد، دوكـي و             
چند وجهـي در نظـر گرفتـه شـده و بـه تعـداد برابـر از هـر                    

________________________  

1- Phosphate Buffer Saline 

مورفولوژي در هر دو گروه كنترل و آزمـايش بررسـي شـدند             
 Moticافـزار   هـا از نـرم   سلولمساحت  گيري براي اندازه.]11[

(Ver 2)استفاده شد .  
  

 ها به بستر بررسي توانايي چسبندگي سلول
ــشار       ــزايش ف ــر اف ــين اث ــور تعي ــه منظ ــون ب ــن آزم  اي

هـا بـه بـستر و بـر           هيدرواستاتيك بر توانايي چسبندگي سلول    
هـا    بدين منظور سـلول   . ]12[اساس مطالعات پيشين انجام شد    

-ه اعمال فشار بـا آنـزيم تريپـسين        پس از بازگرداندن ازمحفظ   
EDTA  25/0        سپس .  در صد از كف ظروف كشت جدا شدند

دست آمده از هـر دو گـروه بـا تـراكم              سوسپانسيون سلولي به  
 خانه پوشيده شده بـا  24سلول در هرخانه ظروف كشت  104

در انكوبـاتور قـرار داده     درصد مجدداً پليـت شـده و  2كلاژن 
 دقيقه پس از پليـت      120و  60،  30 ،15،  5هاي    در زمان . شدند

هـا بـراي چـسبيدن بـه بـستر،            مجدد و فرصت دادن به سلول     
هـاي نچـسبيده برداشـته شـد و           محلول رويـي حـاوي سـلول      

درصد به مدت يـك     4هاي چسبيده توسط پارافرمالدهيد       سلول
هـاي چـسبيده بـه كـف          شمارش سـلول  . ساعت تثبيت شدند  

ظـرف كـشت    ظرف كشت توسط عكسبرداري ازتمـام نقـاط         
در هريك از فواصل زماني مورد مطالعـه در         ) X 40بزگنمايي  (

هـاي چـسبيده بـه بـستر          هر دو گـروه انجـام و تعـداد سـلول          
  .شمارش شدند

  
  ها بر بستر يي گسترش سلول توانابررسي

اين آزمون به منظور تعيين اثر افزايش فشار هيدرواستاتيك     
رف كـشت    به كف ظ   PC12هاي رده     بر توانايي گسترش سلول   

بدين منظـور   . پس از اعمال فشار هيدرواستاتيك انجام گرفت      
هـا بـه      همانند آنچه در روش بررسي توانايي چسبندگي سلول       

ها پس ازتريپسينه شـدن و پليـت مجـدد         بسترانجام شد، سلول  
هـا     سـاعت كـه بـه سـلول        5/4و  3،  5/1هـاي     اين بار در زمان   
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رش فرصت داده شدتا به كف ظـرف كـشت بچـسبند و گـست             
يابند، توسط عكـسبرداري از منـاطق تـصادفي ظـرف كـشت             

ها براساس    براي ارزيابي توانايي گسترش سلول    . ارزيابي شدند 
هـاي گـسترش       نسبت تعـداد سـلول     ]14،13[مطالعات پيشين   

 در هر زمينه 100ها ضربدر عدد  يافته و پهن شده به كل سلول      
 قايـسه عكسبرداري محاسبه و بين دو گروه آزمايش و كنترل م         

  . شد
  

  ارزيابي توانايي مهاجرت سلولها 
 اجازه داده شـد كـه       PC12هاي رده     در اين آزمون به سلول    

قدر تقسيم شوند تا كاملاً كف ظرف كـشت را پـر كـرده و                 آن
پس از خارج كردن ظـروف  . صورت تك لايه سلولي درآيند     به

كشت از محفظه، بخش مشخصي از تك لايه سـلولي از كـف             
ستفاده از يك تيغ تميز و استريل تراشيده شده         ظرف كشت با ا   

گـذاري شـده در كـف        تا يك سطح عاري از سلول و علامـت        
تك لايه تراشـيده شـده بـه آرامـي از ظـرف             . ظرف ايجاد شد  

. كشت شسته شد و در ادامه محيط كشت تازه جـايگزين شـد            
 ساعت داخل انكوباتور قـرار داده       24ظرف كشت را به مدت      

درصـد  4ها با پارافرمالدهيـد        زمان سلول  و پس از گذشت اين    
مدت يك ساعت تثبيت شدند و در نهايت بـا عكـسبرداري              به
گــذاري شــده، تعــداد  از منــاطق علامــت) X 200بزگنمــايي (

  . ]15[هاي مهاجرت كرده از خط نشانه شمارش شدند  سلول
  

  هاي آماري بررسي
ها،شاخص آپوپتوز،    داده هاي مربوط به درصد بقاي سلول      

هـاي    هاي گسترش يافته، تعـداد سـلول        احت، درصد سلول  مس
هـاي مهـاجرت كـرده در دو          چسبيده به بستر و تعـداد سـلول       

صورت ميانگين و انحراف از خطـاي   گروه كنترل و آزمايش به    
بـراي  ) T-test) SPSS,Ver.12ميانگين محاسبه شد و از آزمـون        

 هـا اسـتفاده شـد و        دار بودن اختلاف بـين گـروه        بررسي معني 

 .دار در نظر گرفته شد  معنيp<0.05هاي با  تفاوت

  

  ها يافته
 ها  اثر فشار هيدرواستاتيك برميزان بقاي سلول

ها در دو گروه كنترل و آزمايش در          يررسي ميزان بقا سلول   
ــان   ــار زم ــشار   24و 12، 6، 0چه ــال ف ــس از اعم ــاعت پ  س

هـا در هـر دو        هيدرواستاتيك نشان داد كه ميزان بقـاي سـلول        
ايـن بـدان معناسـت كـه فـشار          . درصـد بـود   93 بيش از    گروه

هـا    داري را در ميزان بقاي سلول       هيدرواستاتيك، اختلاف معني  
 .p<0.05) (بين دو گروه كنترل و آزمايش ايجاد نكرده است 

  
  ها  اثر فشار هيدرواستاتيك بر شاخص آپوپتوز در سلول

دست آمده از مقايسه شاخص آپوپتـوز در          بررسي نتايج به  
 نشان داد كـه     TUNELآميزي     پس از رنگ   PC12هاي رده   لولس

اعمال فشار هيدرواستاتيك سبب ايجاد مـرگ سـلولي از نـوع            
كـه    طـوري   هاي گروه آزمايش شـده بـود بـه          آپوپتوز در سلول  

 در  13 ±1 /2  در گروه كنترل بـه        4 ±5/0شاخص آپوپتوز از    
  ).1 شكل) (p<0.05(داري يافته بود گروه آزمايش افزايش معني

  
  ها  اثر فشار هيدرواستاتيك بر مساحت سلول

 در چهار فاصله PC12هاي رده  اندازه گيري مساحت سلول
ــاني  ــشار    24 و12، 6، 0زمـ ــال فـ ــس از اعمـ ــاعت پـ  سـ

هـاي    داري را بين مساحت سـلول       هيدرواستاتيك، كاهش معني  
). p<0.05(گروه آزمايش در مقايسه با گـروه كنتـرل نـشان داد            

هــا در چهــار فاصــله زمــاني  احت ســلولكــه مــس طــوري بــه
 34 ، 1050± 38ترتيـب     گيري شده در گـروه كنتـرل بـه          اندازه

 ميكرومتـــر مربـــع و درگـــروه ±805 33، ±805 29 ، ±839
ميكرومتر 685± 28،  708± 15،  653± 31،  817± 32آزمايش  
هـاي گـروه آزمـايش        اين كاهش در مساحت سلول    . مربع بود 

ها تحت استرس فـشار       سلولشدگي و چروكيدگي      نشانه جمع 
  ).1نمودار(هيدرواستاتيك بوده است 
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  .PC12 هاي عصبي رده  اثر فشار هيدرواستاتيك بر ميزان وقوع آپوپتوز در سلول .1شكل
  

   (b) و آزمايش(B)هاي كنترل در گروهPC12 هاي عصبي رده  سلول؛ )ميكروسكوپ معكوس ((a) و (A)در گروه كنترل PC12 هاي عصبي رده  سلول
  ؛ )TUNEL: آميزي رنگ(

  )تيمار با اتانول(هاي گروه كنترل مثبت  سلول: Dهاي گروه كنترل منفي،  سلول: C.اند ي به رنگ زرد درخشان دچار آپوپتوز شدهها سلول
  .اند يي كه دچار آپوپتوز شدهها سلول:   

 .) ميكرومتر40: بار.(عمال فشار هيدرواستاتيكبا ا: گروه آزمايش بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك،: گروه كنترل

  
 اثر فشار هيدرواستاتيك بـر توانـايي چـسبندگي بـه          

  ها  سلول بستر
 دقيقه پس از پليت مجـدد شـروع         PC12  ،5هاي رده     سلول

دسـت آمـده از شـمارش         نتايج بـه  . به چسبيدن به بستر كردند    
هاي مختلـف نـشان       هاي چسبيده به بستر در زمان       تعداد سلول 

هـاي مـورد مطالعـه كـاهش قابـل ملاحظـه و               داد كه در زمان   
هـاي چـسبيده بـه بـستر در گـروه             داري در تعداد سلول     معني

. (p<0.05)آزمايش درمقايـسه بـا گـروه كنتـرل مـشاهده شـد              
هاي چـسبيده بـه       براساس اين مشاهدات ميانگين تعداد سلول     

بستر در پنج زمان مورد بررسـي در گـروه كنتـرل بـه ترتيـب                
 و در گــروه آزمــايش 3±147، 5±116، 9±94، 8±89، 1±59
، 2شــــكل( بــــود 124± 4 و±95 4، ±66 7، ±64 4، 3±41

  ).2نمودار
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 PC12هاي رده  سلول اثر فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي  .1نمودار 
هاي با حروف مختلف داراي اختلاف  ستون :bو a  .هاي مختلف در زمان

ها بدون اعمال فشار  سلول: گروه كنترل؛ (T-test, p<0.05)دار هستند معني
 ها در معرض فشار هيدرواستاتيك  سلول:هيدرواستاتيك،گروه آزمايش

  

  
 مقايسه اثر فشار هيدرواستاتيك بر توانايي چسبيدن به بستر در  .2نمودار 
هاي با حروف مختلف داراي اختلاف  ستون :b و PC12 .aهاي رده  سلول
ها بدون اعمال فشار  سلول: گروه كنترل؛ ( T-test , p<0.05) دار هستند معني

  ها در معرض فشار هيدرواستاتيك  سلول:هيدرواستاتيك، گروه آزمايش

  

  
  

سه با در مقاي (a) هاي مهاجرت يافته درگروه آزمايش كاهش تعداد سلول.  PC12هاي عصبي رده  اثر فشار هيدرواستاتيك برميزان مهاجرت سلولي در سلول .2شكل   
  .) ميكرومتر100: بار( ،)a( )با اعمال فشار هيدرواستاتيك(و آزمايش(A) )  بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك(گروه كنترل مشهود است؛ (A) گروه كنترل

  
 ها اثر فشار هيدرواستاتيك بر ميزان گسترش سلول

 سـاعت از    5/1ها پـس از       بررسي ميزان گسترش سلول   
نتـايج  .  ساعت ادامه يافـت    5/4پليت مجدد آغاز شده و تا       

هـاي گـسترش      دست آمده از ارزيابي نسبت تعداد سلول        به
هـا نمايـانگر آن بـود كـه اعمـال فـشار              يافته به كل سـلول    

دار ميــزان گــسترش  هيدرواســتاتيك ســبب كــاهش معنــي

هاي گروه آزمـايش در مقايـسه بـا گـروه             سلولي در سلول  
ن گـسترش   كـه ميـزا     طـوري   به). p<0.05(كنترل شده است    

 سـاعت پـس از پليـت        5/4و  3،  5/1هـاي   ها در زمان    سلول
 درصـد در گـروه كنتـرل بـه          52 و 51 ، 4ترتيب از     مجدد به 

 درصد در گروه آزمايش كـاهش يافتـه اسـت           28 و   28،23
  ). 3، نمودار3شكل(
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 كاهش يافته (A) در مقايسه با گروه كنترل(a)ها در گروه آزمايش لميزان گسترش سلو. PC12هاي عصبي رده   اثر فشار هيدرواستاتيك بر مورفولوژي سلول . 3شكل
  .) ميكرومتر30: بار (،با اعمال فشار هيدرواستاتيك: گروه آزمايش ،) بدون اعمال فشار هيدرواستاتيك:گروه كنترل؛ هاي گسترش يافته روي بستر سلول         :      .است

 
  

  
  

تاتيك بر توانايي چسبيدن به بستر در  مقايسه اثر فشار هيدرواس  2نمودار 
هاي با حروف مختلف داراي اختلاف  ستون :b و PC12 .aهاي رده  سلول
ها بدون اعمال فشار  سلول:  گروه كنترل؛ ( T-test , p<0.05)دار هستند معني

  ها در معرض فشار هيدرواستاتيك  سلول:هيدرواستاتيك، گروه آزمايش
  

  ها وانايي مهاجرت سلولاثر فشار هيدرواستاتيك بر ت
هاي مهـاجرت     دست آمده از شمارش تعداد سلول       نتايج به 

كرده نشان داد كه اعمال فشار هيدرواسـتاتيك سـبب كـاهش            
 در گـروه    65± 4هاي مهاجرت كـرده از        دار تعداد سلول    معني

  ).4شكل) (p<0.05( درگروه آزمايش شده بود 14± 1كنترل به 

  

  بحث
ط اطـراف   ياتي مح يز اجزاي ح  ك يكي ا  يرواستاتدفشار هي 

معمـول حتـي   ميـزان  ر از يي ـكـه در صـورت تغ   هاسـت  سلول
هـاي آسـيب      حالـت   بـروز  صورت جزيي مي تواند منجر به      هب

هـاي دسـتگاه عـصبي از جملـه           سلول .ها شود   رسان در سلول  
 مقـادير مختلـف فـشار       تـاثير هـايي هـستند كـه تحـت          سلول

يشين كه در زمينـه     اغلب مطالعات پ  . ك قرار دارند  يدرواستاتيه
هـاي   ك برتغييرات حياتي سـلول    يدرواستاتي فشار ه  بررسي اثر 

 ـ      يـا از  ]16[   بـوده in vivoصـورت  هعـصبي انجـام شـده يـا ب
 ـ      هاي عصبي همـراه بـا سـلول         سلول صـورت   ههـاي ديگـري ب
از معـدود مطالعـاتي كـه        .]17[ كشتي استفاده شـده اسـت      هم

قيم در معـرض    طـور مـست     و بـه   ييهاي عصبي را به تنها     سلول
 فشار هيدرواستاتيك قرار داده و تغييرات حياتي و عملكـردي         

 و تحقيقـات رونالـد   ه است،    مورد بررسي قرار داد      را ها  سلول
آنان پـس از اعمـال   . ]18،19[  بود (Ronad & Wilson) يلسون
  تغييـرات   كيلوپاسـكال،  5×104ك به ميـزان     يدرواستاتيفشار ه 

هـاي   تبط بـا آن را در سـلول       هاي مر  ان ژن ياسكلت سلولي و ب   
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ك يدرواسـتات يكـه فـشار ه    نشان دادنـد    عصبي بررسي كرده و     
ميـزان   اسـكلت سـلولي، كـاهش         اجـزاي   قطع ارتباطات  سبب

mRNAشود مي ن ين و اكتي توبول.  
ك روي يدرواسـتات ي مستقيم فـشار ه آثارمطالعات در مورد  

 افـت يقات آگار و همكارانش ادامـه       يهاي عصبي با تحق    سلول
 ـولوژيزيل محـدوده ف   ي به دل   ايشان ت مطالعات ياهم. ]7،8[ ك ي

متـر جيـوه      ميلي 100 زيرا فشار    بودفشار اعمال شده بر سلول      
، فـشاري اسـت كـه در حالـت          شـد  بررسي    آنها كه در مطالعه  

ماري گلوكومـا اتفـاق مـي       يپرفشاري اتاقك داخلي چشم در ب     
 ـن افزايش فـشار هيدرواسـتاتيك در ا       يبنابرا. افتد وده ن محـد  ي
ــي ــي پ  م ــد در بررس ــزا  يتوان ــي اف ــدهاي واقع ــشار يام ش ف

آگـار  . رديك در عملكرد سلول مورد توجه قرار گ       يدرواستاتيه
ــه ا ــو همكــارانش ب ــزايجــه رســين نتي ــه اف ــشار يدند ك ش ف

 2متـر جيـوه و بـه مـدت           ميلـي  100ك به ميـزان     يدرواستاتيه
هاي سلولي مختلف عـصبي       آپوپتوز در رده   يساعت سبب القا  

  فشار و   افزايش نيم ب يق احتمال ارتباط مستق   ين تحق يا .دشو  مي
  . ]8[ ديها را قوت بخش  نورون در آسيببروز

قات آگار و همكـارانش و بـا        يتحقيق حاضر براساس تحق   
هاي عـصبي    ك در سلول  يدرواستاتيش فرض كه فشار ه    ين پ يا

هـاي    مكانيـسم  شناختد، سعي در    شو  جاد آپوپتوز مي  يسبب ا 
يجاد آپوپتوز ناشي از اسـترس فـشار هيـدرو          ثر در ا  ؤسلولي م 
در ايـن مطالعـه از      . داردكه هنوز هم ناشناخته مانـده        استاتيك

 در ســال PC12رده ســلولي .  اســتفاده شــدPC12رده ســلولي 
 از تومـور  (Greene & Tischler) توسـط گـرين و تيچلـر   1976

توماي واقــع درمــدولاي غــده فــوق كليــوي رت يفئوكروموســ
اسـتخراج  ) فوق كليه كه ماهيـت عـصبي دارد       قسمتي از غده    (

هـاي   ساير سلول هاي كلونال، مانند  ن سلول يا. ]20[ شده است 
ن و  ين، دوپـام  يترهاي كـاتكول آم ـ   ينوروترانسم سمپاتيكي بالغ 

و بـراي ادامـه حيـات     كننـد  ن را سنتز و ترشح ميينوراپي نفر
 PC12سـلولهاي رده     .هـستند  وابسته به اتصال مناسب با بستر     

عنوان يك مدل بسيار مناسـب بـراي مطالعـات           د محققان به  نز
ــولوژينوروب ــي ــه   ييايميك و نوروش ــت ك ــال اس ــاليان س  س

  . ]18،19[گيرد  مورداستفاده قرار مي
 يهـا درصـد بقـا       بقـاي سـلول     بالاي  ميزان اين مطالعه  در

ملايـم   باشـد كـه       دليـل   اين تواند به   مي  سلولهاي هر دو گروه     
در دامنـه فيزيولوژيـك   اعمال شـده   بودن فشار هيدرواستاتيك  

  .بود
ك يدرواسـتات يپس از اثبات وقوع آپوپتـوز در اثـر فـشار ه     

براسـاس  . هاي مورفولوژيكي دنبـال شـد      ها با ارزيابي   آزمايش
هـاي رده     هـاي مورفولـوژيكي سـلول      مقالات گذشته بررسـي   

PC12  21،11[ ها انجام شد    گيري مساحت اين سلول     با اندازه[ .
 عـدم وجـود     ،جـه در مـشاهدات مورفولـوژيكي      نكته قابل تو  

 ـك سلول دوكي شكل     ي حتي   باًيتقر ان ي ـا چنـد وجهـي در م      ي
ــلول ــاي آپوپتوت س ــه ــشان ي ــه ن ــشار    ك بودك ــر ف ــده اث دهن

از سـوي    .اسـت  هـا     ك در جمع شدن اين سـلول      يدرواستاتيه
ديگر مقايسه ميزان گسترش سـلولي بـين دو گـروه و كـاهش              

 يافتـه در گـروه آزمـايش        هاي گـسترش    دار درصد سلول   يمعن
ن آپوپتوز اتصالاتشان را با     يها در ح    سلول نشان داد كه احتمالاً   

له علـت اصـلي گـرد    أكنند كه در واقع اين مس      سوبسترا كم مي  
  . است ها  شدن سلول

هاي طبيعي اولين  نياز به اتصال سلولي براي رشد در سلول 
ايـن  . ]22[ دشهمكارانش مطرح   و(Stoker) استوكر بار توسط

هـاي طبيعـي در صـورت عـدم          محققين نشان دادند كه سلول    
 سـيكل سـلولي متوقـف و در نهايـت دچـار             G1اتصال درفاز   

اين نوع آپوپتوز كه در پاسخ بـه بـرهمكنش          . شوند  مي  آپوپتوز  
 ـا .]6[  آنويكيز نـام دارد    ،دهد بستر رخ مي    - نامناسب سلول  ن ي

ها بـراي    ي سلول ي را بر آن داشت كه توانا      نتايج محققان حاضر  
 فـشار هيدرواسـتاتيك     . ننـد اتصال به سوبـسترا را بررسـي كن       

ها براي اتصال مجدد بعـد       ي سلول يدار توانا  كاهش معني سبب  
ش شـروع اتـصال   ين آزمايدر ا. شده بود بستراز كنده شدن از   
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 ـقـه بـود كـه در ا       ي دق 10ت در حـدود     ي ـها به كف پل    سلول ن ي
ها بعد   دوكي شدن سلول  . دها هنوز گرد بودن    حالت همه سلول  
نتيجه در  تواند    مي  شد كه    قه شروع مي  ي دق 30از گذشت حدود    

هـاي اتـصالي     ري مولكـول  يكـارگ  شروع گسترش سلولي و بـه     
  نتــايجبراســاس. باشدشتريــهــاي اتــصالي ب  كمــپلكسايجــادو
 فـشار   س از اعمال    پها    سلولكه  رسد    دست آمده به نظر مي      به

 .كنند مي ايجاد ري را كمتاتصالي هاي  هيدرواستاتيك، كمپلكس

گر ازخصوصيات سلولهاي وابسته بـه اتـصال كـه          يكي د ي
دهنده برهمكنش سلول با بستر اسـت مهـاجرت سـلولي            نشان
هـاي    واكـنش مهاجرت سلولي فراينـدي اسـت كـه بـه           . است

هـاي تكـراري      سـيكل  .نتگرين احتياج دارد  ياتصالي وابسته به ا   
شدن اكتـين     الي و پليمريزه  هاي اتص  تجزيه و تركيب كمپلكس   

كنـد كـه منجـر بـه          سلول ايجـاد مـي     يهايي در غشا   برآمدگي
شـود    مـي   پيشروي سلول به جلو و در نهايت مهاجرت سلولي          

نشان داد كـه فـشار هيدرواسـتاتيك    مطالعه حاضر  نتايج  . ]23[

 كـاهش  .هـا شـده بـود    زان مهـاجرت سـلول  ي ـسبب كـاهش م  
 يجــاد شــده در غــشايرات اييــتغ ،ي بيــانگرمهــاجرت ســلول

  .  استكيدرواستاتيسلولهاي تحت استرس فشار ه
ن مطالعـه در كنـار تـشخيص آپوپتـوز در           يطوركلي در ا   هب
 رونـدهاي مورفولـوژيكي و عملكـردي        PC12هـاي رده     سلول

. ن نوع مرگ سلولي هم مورد بررسـي قـرار گرفـت   يمنجر به ا  
تواند   مي   كيدرواستاتيش فشار ه  ي آن بود كه افزا    بيانگرها   افتهي

 بررسـي عملكـرد     .تأثيرداشته باشد  بستر   -برهمكنش سلول بر  
سلول در چسبندگي، گسترش و مهاجرت نشان داد كه همگي          

رات عمـده   يي ـك دچـار تغ   يدرواسـتات ير فـشار ه   يثاآنها تحت ت  
جـاد شـده در     ي ا زن گفـت كـه آپوپتـو      يتوان چن  شوند و مي   مي

 بستر و بـه     -هاي سلول    ها به دنبال كم شدن برهمكنش      سلول
مــرگ ســلولي ناشــي از اخــتلال در ( زيكيگــر آنــويعبــارتي د

  . است)  بستر–برهمكنش مناسب سلول 
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