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 چكيده

ايـن. خارجي استيك روش براي افزايش تراوايي غشاء سلول توسط ميدان الكتريكي تراواسازي الكترو يا الكتروپوريشن:مقدمه
از يـك مقـدار با شدت ميدان الكتريكي آستانه متناسب اسـت، كه ولتاژ غشايي القايي آشكار مي شودافزايش تراوايي در صورتي 

منجر به الكتروپوريشـنو نيز ولتاژ غشايي بحراني شدت ميدان الكتريكي آستانه تغييراتدر اين تحقيق،. بزرگتر شودكه بحراني
و سلولهاي چسبيده با شكل نامنظم مشاهده پذير در سلولهاي . مورد بررسي قرار گرفته است،كروي

و روشها و سلولهاي چسبيده با شكلهاي متنوع انتخا سلولهاي:مواد سلولهاي انتخاب شده.شدندبكروي با اندازه هاي مختلف
و دامنه افزايشي قرا 100تحت تاثير چهار پالس الكتريكي با پهناي يكسان  رخداد الكتروپوريشن بـا افـزايش.ر گرفتندميكروثانيه

شدشفلورسانس نا شدي از عبور يون كلسيم به داخل سلول، آشكار و شدت ميدان الكتريكي آستانه براي هر سلول ثبت شـكل.ه
شبيه سازي با روش المان محـدود بـراي بدسـت آوردن.از تصاوير سطوح مقطع بدست آمدند مورد استفاده،سه بعدي سلولهاي 

.شد انجاملتاژ غشايي بحراني الكتروپوريشن براي سلولهاي مختلفو
ببراي سلولهايو نيز ولتاژ غشايي بحراني آستانه مقادير شدت ميدان الكتريكي:نتايج براي.آمددست كروي بر حسب شعاع آنها

و  و ولتاژ بحراني، سلولهاي مورد مطالعه جهتگيربررسي اثر شكل بر حسب شكل بـه سـه دسـته مجـزاي سلولها بر شدت آستانه
نتايج بدست آمده براي هـر گـروه بـا يكـديگر مقايسـهو مقادير مورد نظر براي تمام سلولهاي هر گروه بدست آمد. تقسيم شدند

.شدند
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 مقدمه-1
يك روش الكتريكي بـه يا تراواسازي الكتريكي الكتروپوريشن

سازي در غشاء سلول است كـه منجـر بـه افـزايش منفذمنظور 

و برگشت پذير تراوايي غشـاء نسـبت بـه مـوادي  در گذرا كـه

به داخل سلول هسـتند حالت طبيعي غير  مـي شـود قابل نفوذ

تك.]1[ و ايــن نيــك، يــك روش مناســب بــراي دســتكاري ژن

و يـا مولكولهـاي خـارجي مثـل  سيتوسول توسط انتقال يونهـا

و  بـه داخـل DNAداروها، هورمونها، پروتئينهـا، پلاسـميدها

به همين دليـل، الكتروپوريشـن سـلولهاي بافـت،. سلولها است

اهميت روز افزونـي مخصوصـا در كاربردهـاي كلينيكـي مثـل

ــرطان  ــان سـ ــوتراپيا(درمـ [لكتروكمـ ــاني]3و2) ، ژن درمـ

ــي( ــروژن تراپ [الكت ــوژي]5و4) ــوژي]6[، ايمونول و بيول ،

و گسـترش. پيدا كـرده اسـت]7[سلولي بـه مـوازات بررسـي

اين روش، تحقيقاتي نيز براي فهم بيشتر اين تجربيكاربردهاي 

در ايـن روش، سـلولها].10و9و8[پديده، انجام مـي گيـرد 

و شـدت زيـاد قـرار تحت تاثي ر پالسهاي الكتريكي با پهناي كم

به دليل رسانايي بسـيار.مي گيرد اعمال اين پالسهاي الكتريكي

و خارج سلولي، موجـب  به محيط داخل كم غشاء سلول نسبت

القاء يك اختلاف پتانسـيل الكتريكـي در دو طـرف غشـاء مـي 

كه ولتاژ غشايي   بـه شـدت ITV.ناميده مي شود) ITV(شود

و در نقـاط و شكل سـلول بسـتگي دارد ميدان الكتريكي، سايز

آزمايشـها.]1و11و12[مختلف غشاء مقـادير متفـاوتي دارد 

به  و قابل مشاهده كه براي ايجاد يك انتقال موثر مي دهد نشان

داخل سلول توسط الكتروپوريشن، شدت ميدان الكتريكي بايـد 

و در ايـن]15و14و13[ بزرگتـر باشـد از يك مقدار آستانه، 

1صـورت ولتـاژ غشــايي سـلول از يـك ولتــاژ القـايي بحرانــي

)ITVc(به نوع سـلول بسـتگي دارد كه مقدار آن ،]17و16[،

. شود بيشتر

1- Critical Induced Transmembrane Voltage 

پوريشــن، مثــل بنــابراين در بســياري از كاربردهــاي الكترو 

كه براي نتيجه بخشـي روش، تمـام سـلولهاي  الكتروكموتراپي،

 ITVcتعيين صحيح مقدار روپوريت شوند،مورد نظر بايد الكت

ا با.ميت استهبسيار حائز از طرفي در اثر استفاده از پالسهاي

و يا با پهناي بزرگ، ايـن تكنيـك مـي توانـد  شدت بسيار زياد

در ايجـاد كنـد تخريب سلولي برگشت ناپذير ممكن است  كـه

الكتروكموتراپي مـي توانـد باعـث بـروز اثرهـاي جـانبي مثـل 

و يــا ايجــاد زخــم شــو تخريــب در]18[دســلولهاي ســالم و

الكتروژن تراپي باعث كاهش انتقال مـوثر ژن بـه داخـل سـلول

پروتكـل بهينـه سـازي قبل از شروع درمان، بايد بنابراين. گردد

صـورت هاي پالس بـراي كاربردهـاي درمـاني الكتروپوريشـن 

. بگيرد

و متنوع سلولهاي بافت، از آنجا و و كه شكل نامنظم چسبندگي

و تاثير متقابل آنها بر هم، پيچيدگيهايي را  ارتباط آنها با يكديگر

و آزمايشـهاي   بـه وجـود تجربـي در محاسبات، شـبيه سـازيها

و مطالعات انجام شـده در ايـن زمينـه، مي آورد، اكثر تحقيقات

اثـر كـه در آنهـا كـروي رقيق سـلولهاي هايروي سوسپانسيون

، انجـام شـده اسـت قابل چشم پوشي يكديگربرمتقابل سلولها 

بـرايبه منظور تعيـين ولتـاژ القـايي غشـايي].19و16[است

روشهاي تحليلـي استفاده از سلولهاي كروي تحت تاثير ميدان، 

و تحليلـي، اعتبارسـنجي نيـز شـده اين نتايج. امكان پذير است

بدست].20[ داده اندمطابقت خوبي با نتايج آزمايشگاهي نشان

و آوردن نتايج تحليلـي بـراي شـكلهاي سـلولي بيضـي گـون

 بــازهمو بـراي شـكلهاي بـوده اسـتوانه اي بسـيار پيچيـده تــر 

، يافتن جـواب تحليلـي تقريبـا)مثل سلولهاي بافت(پيچيده تر

و. غير ممكن است در اين موارد، يـافتن ولتـاژ القـايي غشـايي

يـ]15،21،22[شدت پالس آستانه، تنها با شـبيه سـازي  ا بـاو

گرچـه. مـي شـود]20،23،24[ مطالعات تجربي امكان پـذير

تعيين پروتكلي براي انجام الكتروپوريشن موثر سلولهاي بافت، 

دشوارتر از الكتروپوريشن سلولهاي سوسپانسيوني اسـت، ولـي 



و شكل سلول در الكتروتراواسازي  تاثير اندازه

87و زمستان، پاييز)20،21(پياپي،2، شماره5مجله فيزيك پزشكي ايران، دوره/3

به منظور بزرگتر شدن ولتـاژ القـايي انتخاب پارامترهاي درماني

بـه].14[ژ القـايي بحرانـي غشايي تمام سلولهاي تومور از ولتا

مي رسد  به نظر منظور نزديكتر شدن به چنين پروتكلي، مناسب

و  كه از مدل ساده تر بافت، مثل سوسپانسيونهاي بسـيار چگـال

يا سلولهاي چسبنده تك لايـه اي كـه شـكل نـامنظمي دارنـد،

].25و19[استفاده شود 

. اسـت صورت نگرفتـه ITVcمورد تا بحال مطالعه جامعي در

پوريشـن، بسـته بـه نـوع در برخي مطالعات مربـوط بـه الكترو

پالسـهاي يكسـان بـا پهنـاي بـراي تعـداد ITVcسلول، مقدار 

در مطالعاتي ديگر،.]20و25[ ثابت فرض شده است مساوي، 

ITVc بطور تجربي توسط تعيين كمترين ميدان الكتريكي لازم

لي بدسـت پوريشن در يك جمعيـت سـلو براي مشاهده الكترو

ولي از آنجاييكـه ايـن جمعيـت سـلولي،.]16و26[آمده است

و با توجه به اينكـه ولتـاژ  شامل سلولهاي با سايز مختلف است

سـلولهاي بـه سـايز سـلول بسـتگي دارد، حادث شـده غشايي

 پوريـت بـا شـدت ميـدان الكتريكـي كـوچكتري الكترو بزرگتر 

ت.مي شوند آ  ITVcقيقـات گذشـتهحولـيكن در مـده بدسـت

توسط اين تحقيقات، مربوط بـه بزرگتـرين سـلول موجـود در 

.]16و26[ جمعيت سلولي مورد مطالعه است

به پاسخ در جهت در اين تحقيق، چه بيشتر نزديك شدن هر

و اندازه، سلولهاي با اعمالي سلولهاي بافت به ميدان الكتريكي

و جهتگيريهاي مختلف در نظر گرفته شد بستگي شدت. شكل

وم ولتاژ بحراني غشايي براي رخداد يدان الكتريكي آستانه

و چسبيده با شكل نامنظم الكترو پوريشن در سلولهاي كروي

و جهتگيري سلول. مورد بررسي قرار گرفت اثر اندازه، شكل

و در اين ولتاژ بحراني غشايي بر شدت ميدان الكتريكي آستانه

.شده است تحقيق بررسي

و روشهاوم-2  اد
 تجربيقسمت2-1

 آماده سازي سلولها2-1-1

او"(1سلولهاي تخمدان همستر چيني از()"سي اچ تهيـه شـده

كه123"اف-هم"در محيط كشت)2اسلووني بانك سلولي ملي

-الميلي گرم بر ميلي ليتر4،15/0سرم جنين گاوي%8حاوي 

6آلـدريش-هـر سـه تهيـه شـده از شـركت سـيگما(5گلوتامين

ميكرو گرم16و7كريستيسيلينواحد بر ميلي ليتر200،)آلمان

و در انكوبـاتور شـد، كشت داده استجنتامايسين بر ميلي گرم 

. گرفـت درجـه سـانتيگراد قـرار37در دمـاي دي اكسيد كربن

ــداد ــلول2×104تع ــب CHOس ــاي ل ــك-در چنبره ازII8ت

، كشـت"12اف-هم"در محيط9نونكيشركت آمريكايي نالگ

و 3الـي2آزمـايش روي سـلولهاي كـروي،. شـد انكوبهداده

كف ظرف به كه سلولها بطور بسيار جزئي ساعت بعد از كشت

و هنوز شكل كـروي خـود را حفـظ كـرده  ، بودنـد چسبيده اند

24الـي22آزمايشـها بـراي سـلولهاي چسـبيده،.گرفتانجام

گدر چنبر ها ساعت بعد از كشت كه سـلولها بـه رفتصورت

و شـكل نـامنظم پيـدا كـرده طور كامل به كف ظرف چسـبيده

در اين تحقيق، سلولهايي مورد بررسي قـرار گرفتنـد كـه.دباش

و به سلولهاي مجاور نچسـبيده  بصورت منفرد رشد كرده باشند

به تعداد نسبتا كم سلولهاي كشت شـده در هـر. باشند با توجه

را  و زمان انكوبه كردن سلولها، چنين سـلولهايي بـه حتـي چنبر

.قابل دستيابي هستند

مرحلـه3آماده سازي سلولها براي شروع آزمايشهاي اصلي در

:شدپياپي انجام 

1- Chinese Hamster Ovary (CHO-K1) 
2- National cell bank of Slovenia 
3- HAM-F12 
4- FCS  
5- L-glutamine 
6- Sigma-Aldrich, Steinheim 
7- Crysticillin 
8- Lab-Tek II chambers  
9-Nalge Nunc International, USA  
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ام2-فورا"اضافه كردن) الف 1"اي

حسـاس بـه يـون2يك ماده فلورسانس نسـبت سـنج"2فورا"

در(]27[ استكلسيم  در 380/340تحريـك و تـابش نـانومتر

ــانومتر 540 ــاي)ن ش بــراي آشكارســازي، كــه در ايــن آزم

اس"بدين منظور، سـلولها بـا.شدالكتروپوريشن از آن استفاده

از كلسـيم عـاري كـه)4تهيه شده از كمپاني گيبكو(3"ام اي ام

و سپس براي است،  اي"دقيقه در محلول30شسته شد اس ام

ــه حــاوي"ام ــورا"ك ام2-ف ــولار5/1"اي اســيدوميكــرو م

هـر دو تهيـه شـده از شـركت(ر ميكـرو مـولا 5200پلورونيك

درجـه سـانتيگراد21است، در دمـاي)، هلند6مولكولار پروب

با قرار گرفت ام"و سپس مجددا در. شـد شستشـو"اس ام اي

ام2-فورا"، اين مدت ام"اي از غشـاءبه دليل وجود عامـل اي

به  و در اين انتقال تبديل مي شود مي شود"2فورا"وارد سلول

و كه در صورت حض ور كلسيم در محيط، با آن برهمكنش داده

مي شود بارزيتغيير  .در فلورسانس آن ظاهر

7"انپس-8-دي"اضافه كردن)ب

كه وقتـي بـه غشـاء"انپس-8-دي" يك ماده فلورسانس است

مي كند  مي شود، لبه هاي سلول را قابل رويت تحريك(متصل

در490در  و تابش تو) نانومتر605نانومتر اند بـه عنـوانو مي

بـدين. اين آزمـايش اسـتفاده شـودطينشانگر غشاء سلول در 

ام"دقيقـه درمحلـول10منظور، سلولها بـه مـدت  "اس ام اي

ــامل ــپس-8-دي"ش ــولار10"ان ــاي ميكروم ــه4، در دم درج

ام"و سـپس بـا شــدسـانتيگراد قـرار داده  خــالص"اس ام اي

ششدشستشو  .سته شودتا اين ماده از محيط اطراف سلول

1- Fura2-AM 
2- Ratio-metric 
3- Spinner’s Minimum Essential Medium (SMEM) 
4- Gibco, USA 
5- pluronic acid 
6- Molecular probes, Leiden 
7- di-8-ANEPPS 

 اضافه كردن كلسيم به محيط سلولها قبل از اعمال پالس)ج

براي آشكارسازي الكتروپوريشن سـلولها، از تغييـر فلورسـانس

بـدين منظـور،.شددر اثر پيوند با يون كلسيم استفاده"2فورا"

ام" ميلـي مـولار05/1كـه حـاوي"12اف-هم"با"اس ام اي

شديون كلسيم است نهاي كلسيم غير قابـل نفـوذيو.، جايگزين

به داخل سلول هستند، بنابراين اگر يونهـاي كلسـيم در هنگـام 

اعمال پالس در محيط داخل سلولي وجود نداشته باشد ولي در

محيط خارج سلولي موجود باشد، در صورت ايجـاد منافـذ در 

، يون كلسيم وارد سيتوسول شـده)الكتروپوريشن(غشاء سلول 

. تواند اين تغيير را آشكار كنديم"2فورا"و نشانگر

 تصوير برداري از سلولها2-1-2

، تصـاوير براي بدست آوردن شكل واقعي سلولهاي تحـت تـابش

سلول با شيفت فوكوس ميكروسـكوپ هايفلورسانس سطح مقطع

از×63، چشمي8200آكسيوورت(فلورسانسي  با ايمرشن روغـن،

ع)، آلمان9از كارخانه زيس از ميكرومتري2 موديدر پله هاي كه

 CCDدوربـين توسطد،ركمي از پايين تا بالاي سلول را جاروب 

از(، 511و نــرم افــزار متــامورف 1280 10ويــزيكم نــوع هــر دو

رهدر حافظه رايانه ذخي ـاين تصاوير. شدند تهيه،)آلمان 12ويزيترون

و شكل واقعـي سـلولها، اين تصاويرپس از آزمايش.شد پردازش

.)الف3شكل( حاصل شد

ــازي-2-1-3 و آشكارسـ ــي ــالس الكتريكـ ــال پـ اعمـ

 در آزمايشهاي تجربي الكتروپوريشن

به سلولها، از يـك جفـت الكتـرود براي اعمال پالس الكتريكي

، چسـبيده بـه كـف ميليمتر8/0به قطر) Pt/Ir(ايريديم/پلاتين

همميليمتر4و به فاصله ظرف  قـرار گرفـت اسـتفاده مـورد از

در اين تحقيق فرض شده كه ميـدان الكتريكـي.)الف1شكل(

 
8- AxioVert 
9- Zeiss 
10- VisiCam 
11- MetaMorph 5.0 
12- Visitron 
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بـراي بررسـي. حاصل بين ايـن دو الكتـرود يكنواخـت اسـت

معادله لاپلاس با اعمال شرايط مرزي مسئلهيهصحت اين فرض

حـل3/31با استفاده از نرم افـزار كمسـول،شبيه سازيتوسط 

توزيـع،)ب1شـكل(با توجه به توزيـع بدسـت آمـده. گرديد

ان الكتريكي در فاصله ميان دو الكتـرود مـي توانـد همگـن ميد

و اين فرض كه سلولهاي ايـن ناحيـه تحـت تـاثيريهفرض شود

.استند، فرض صحيحيتميدان الكتريكي يكسان هس

)الف(

)ب(

نحـوه قـرار گيـري الكتـرود در چنبـر سـلولها بـراي انجـام) الـف(-1شكل

(الكتروپوريشن مق)ب. و قسـمت بـالا، سـطح طـع الكترودهـا در كـف ظـرف

قسمت پايين، توزيع ميدان الكتريكي حاصل بين دو الكترود وقتي كه اختلاف 

. ولت به الكترودها اعمال شود را نشان مي دهد 200پتانسيل 

ا(2پالسهاي الكتريكي توسط دسـتگاه كلينيپوريتـور يآي جـي

به نفوذ.دگردياعمال) ايتاليا3يا يونهـاي الكتروپوريشن منجر

و در اثـر ايجـاد پيونـد بـا  به داخل سلول شد "2فـورا"كلسيم

نـانومتر بـراي دو طـول مـوج 540باعث تغيير طيف تابشي در

 
1- COMSOL 3.3 
2 Cliniporator 
3 IGEA 

به دليل نسبي سنجي بودن. گرديدنانومتر380و340تحريكي 

، اين روش حساسيت لازم بـراي آشكارسـازي مقـادير"2فورا"

. را دارد)و مـولار نـان100 حتـي در حـدود(بسيار كم كلسـيم

 در اثر رخداد الكتروپوريشـن، مشاهده شدهفلورسانس تغييرات

2در شـكل،الـف3نمونـه مـورد نظـر در شـكل سلول براي

مي شود .مشاهده

)ب() الف(

آشكارسازي الكتروپوريشن با استفاده از فورا، براي سـلول مـورد-2شكل

ب)، الف1بررسي در شكل ا) قبل از اعمال پالس و رخـداد بعد از عمال پالس

 الكتروپوريشن

براي يافتن ميدان الكتريكي آستانه براي الكتروپوريشن هـر سـلول، از

با دامنه افزايشـي پلـهو ميكروثانيه 100 پالسهاي متوالي با پهناي ثابت

شـ) متـوالي هر دو پالس براي ولت بر سانتي متر50(اي  .داسـتفاده

اگر سلولي با اولين پالس اعمال شده، الكتروپوريـت شـد، آن شـدت

ميدان نمي تواند به عنوان شدت آستانه در نظر گرفته شود چون ايـن 

امكان وجود داشته است كه سلول با شدت كمتري نيز الكتروپوريـت 

دقيقـه در نظـر4،در ضمن، فاصله زماني بين پالسهاي متـوالي. شود

در هنگام دريافت پالس بعدي، تقريبـا بـه حالـت گرفته شد تا سلول

تعداد پالس اعمالي به نمونه سلولي كمتر يـا. نرمال خود برگشته باشد

اوليه خـود فاصـله فيزيولوژي پالس بود تا سلولها از حالت4مساوي 

در آزمايشهاي انجام شده، سعي شد كه يك محـدوده وسـيع. نگيرند

و جهتگيري سلولهااندازهاز  بـدين. مورد بررسـي قـرار گيـرد، شكل

بـه نمونـه بسـته منظور، اولين مقدار شدت ميدان الكتريكـي اعمـالي 
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و نيـز آزمايشـهاي مورد نظر، با توجه به مشخصات هندسـي سـلول

شدولت بر سانتي متر 600تا 150پايلوت، بين  ايـن مراحـل.انتخاب

 رويكـ هايو براي سـلول با تنوع هندسي براي سلول با شكل نامنظم

تعـداد. گرديـد تكـرار براي اين نوع سـلول با تمام شعاعهاي ممكن

چسبيده بررسي شده در اين تحقيـق، هـر كـدام ونيزسلولهاي كروي 

.بودنمونه 66

 قسمت شبيه سازي-2-2

 ساخت مدل هندسي سلول2-2-1

لها، از تصاوير بدسـت آمـده در براي ساخت مدل هندسي سلو

بيتـي هسـتند،8تصـاوير كـه ايـن. استفاده شـد2-1-2بخش 

و سـفيد(بيتـي1به تصاوير11توسط نرم افزار كورل  ) سـياه

در تصـاوير حاصـل، لبـه هـاي سـلولو)ب3شـكل(تبديل

در سپس. گرديدندمشخص  -مـت محـيط با يك برنامه نويسي

لبه هـاي،)ل آمريكاواز شركت كامس(3/3 كمسولو2/7 لب

به  و با دستورهايقس35تا30مشخص شده سلول مت تقسيم

و با لحاظ كردن فاصله بين سط 2(ح مقطعهـاي متـوالي مناسب

به هم متصل)ميكرومتر سه بعدي هر سـلولوگرديده، تصوير

شكل.به طور مجزا بدست آمد مشـاهده3مراحل ذكر شده در

بــراي ســلولهاي كــروي، بزرگتــرين شــعاع ســطح. مــي شــود

به  عنوان شعاع سـلول كـروي مقطعهاي حاصل براي هر سلول،

.در نظر گرفته شد

)الف(

)ب(

)د()ج(

او"چهار سطح مقطع يك سلول) الف(-3شكل هر)ب(ميكرومتر2 سلول، به فاصلهاز پايين تا بالاي"سي اچ تعيين مرزهاي سلول براي

و جانبي سلول مورد نظر)ج(سطح مقطع  و الكترودها)د(نماي بالايي )سطوح خاكستري رنگ(محل قرار گيري سلول مدلسازي شده، چنبر
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ــي2-2-2 ــدل رياض و م ــادلات ــافتن مع ــراي ي ــتانه ب آس

 در سلولهاي كروي الكتروپوريشن

ي وقتي يك سـلول تحـت تـاثير ميـدان الكتريك ـاز ديد نظري،

مي گيرد، از آنجاييكـه رسـانندگي غشـاء چنـدين خارجي قرار

و خارج سـلولي كمتـر  مرتبه بزرگي از رسانندگي محيط داخل

. است، تمركز ميدان الكتريكي در ناحيه غشاء بسيار بيشتر است

اختلاف پتانسيل القاء شده در دو طرف غشـاء بـا حـل معادلـه

مي آيد يـك سـلول براي حالـت سـاده].28[ لاپلاس بدست

كه تحت تاثير ميدان الكتريكي ، جـواب گيـرد قرار ثابت كروي

معادله لاپلاس براي ولتاژ القايي غشايي توسط معادلـه زيـر بـه

مي آيد :دست

)1(θϕϕ cosERfITV sio =−=
iϕوoϕنشان دهنده ولتاژ القايي غشـايي،ITVكه در آن

و داخلـي غشـاء، به ترتيب، نمايانگر پتانسـيل سـطح خـارجي

E،ميدان الكتريكي خارجيRو زاويـه بـينθشـعاع سـلول

به نقطه  كه مركز سلول را و خطي است جهت ميدان الكتريكي

مي كند تابعي است كه حـاوي اطلاعـاتsf. مورد نظر وصل

و توسط  و محيط اطراف آن مي باشد و الكتريكي سلول ابعادي

:رابطه زير بيان مي شود
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ــن رابطــه، بــه ترتيــب رســانندگيهايoσوiσ،mσدر اي

و  و محيط خارجي سلول مي باشد dسيتوپلاسم، غشاء سلول

.ضخامت غشاء سلول است

تحت شرايط فيزيولوژيـك، رسـانندگي غشـاء بسـيار كمتـر از

و داخـل سـلولي مـي باشـد، بنـابراين  رسانندگي محيط خارج

به  و خواهيم داشتخوا5/1بسيار نزديك :هد بود

)3(θcos
2
3 ERITV =

وقتي شدت ميدان الكتريكي اعمـالي از شـدت آسـتانه بزرگتـر

كه ولتـاژ غشـايي القـايي از ولتـاژ  شود، در قسمتهايي از غشاء

مي يابد  بحراني غشاء سلول بزرگتر شود، تراوايي غشاء افزايش

به اندازه)3(فرمول].14[ مي دهد كه ولتاژ غشايي القايي نشان

به فرمول. سلول بستگي دارد ، روشن اسـت اولـين)3(با توجه

مي رسند، قطبهـاي كـره به ولتاژ بحراني كه وθ=0(نقاطي
πθ پس شدت ميدان آستانه براي الكتروپوريـت. هستند)=

:سلول، از رابطه زير بدست مي آيدشدن 

)2(
R

ITVcET 3
2=

وTEكه در آن ولتاژITVc1شدت ميدان الكتريكي آستانه

مي باشد .غشايي بحراني

دازه گيــري شــده بــراي بنــابراين بــا اســتفاده از شــعاعهاي انــ

و نيز ولتاژ بحراني گزارش شده براي سلولهاي سلولهاي كروي

او" ، شــدت آســتانه الكتروپوريشــن بــراي ايــن]23["ســي اچ

شـكل(بدست آمد)4(با استفاده از رابطه سلولها بطور تحليلي

شد3-1-2حاصل از بخش تجربيو با نتايج)5 .مقايسه

در ولتاژ بحراني الكتروپوريشـنن شبيه سازي براي يافت2-2-3

 سلولهاي با شكل نامنظم

همانطور كه در مقدمه ذكر شد، براي سـلولهاي بـا شـكل نـامنظم،

بنـابراين در ايـن تحقيـق، بـراي ايـن. روش تحليلي كارايي نـدارد 

از سلولها از شبيه سازي استفاده شد و معادلـه لاپـلاس بـا اسـتفاده

شــركت(2 3.3كمســولر نــرم افــزاروش المــان محــدود توســط

.، حـل شـد AC/DCمحيطهـاي رسـانا بخـش،)كمسول، آمريكا

بدين منظور، سلول مورد نظر كه شكل هندسـي آن مطـابق بخـش

يك2-2-1 چنبر مجازي بـه شـكل مكعـب ساخته شده، در كف

بـه دو وجـه. ميكرومتر قرار گرفت 200×200×50به ابعاد مستطيل 

1- Induced Transmembrane Voltage 
2- COMSOL 3.3
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تا ميدان الكتريكـي حاصـل روبروي چنبر ولتاژي منسوب مي شود

در حالـت كـه)ET(اعمالي آسـتانه در محل سلول با شدت ميدان

).د3 شـكل(يكسـان شـود بدسـت آمـد،3-1-2تجربي بخـش 

ــب ــه ترتي ــاء ب و غش ــم ــانندگيهاي سيتوپلاس 5× 10-7و3/0رس

در نظر گرفتـه شـد نانومتر5و ضخامت غشاء برابر زيمنس بر متر

نيـز بـر اسـاس انـدازه محيط خارج سـلولي رسانندگي].12و11[

، گيري با از. در نظـر گرفتـه شـد زيمنس بـر متـر1رسانايي سنج

ضخامت غشاء سلول از ابعاد سلول بسيار كوچكتر است، آنجاييكه

و حل المان محدود در ناحيه غشاء مشكلاتي ايجـاد  در مش بندي

غشـاء به منظور اجتناب از اين مشكلات در حل مسـئله،. مي شود

وارد مسئله مي شـود كـه جزئيـات ايـن شرايط مرزياستفاده از با 

در ضمن به دليل مهمتر بـودن. يافت مي شود]25[ مرجع مدل در

نتايج حاصل براي ناحيه غشاء در اين تحقيق، مشهاي ناحيـه غشـاء 

شدكوچكتر در نظر  تعداد كل المانهـاي مـش در هـر شـبيه. گرفته

حاصل اين شبيه سازي، يـافتن. ان بودالم 20000سازي، در حدود 

ولتـاژ غشـايي. توزيع پتانسيل الكتريكي در تمام فضاي مدل است

و داخل سلول در هر  در تمام طول غشاء، از تفاضل پتانسيل خارج

بيشـترين،ميزان ولتاژ بحرانـي غشـاء. غشاء بدست مي آيداز نقطه

).4شكل(دآن مي باشدر سرتاسر يي بدست آمدهمقدار ولتاژ غشا

)ب()الف(

و خارج سلول براي پايين ترين سطح مقطع سلول مـورد نظـر در شـكل) الف-4شكل انـدازه ولتـاژ غشـايي)ب.1توزيع پتانسيل الكتريكي محاسبه شده در داخل

. منحنيهاي موجود در شكلها نشان دهنده سطوح هم پتانسيل است. محاسبه شده

 نتايج-3
وپوريشـن بـراي در آزمايشهاي انجام شده، شدت آسـتانه الكتر

. بدسـت آمـد بطور عملي سلولهاي كروي با شعاعهاي مختلف

بـه شـعاعETوابسـتگي نمـودار بر اساس داده هـاي حاصـل،

در ايـن شـكل،.رسم شـد الف5مطابق شكل سلولهاي كروي 

تعـداداز قابـل رويـت تعـداد نقـاط آزمايشـي دليل كمتر بودن 

اط بـه دليـل همپوشاني برخي نقـ، سلولهاي در نظر گرفته شده

محاسـبه ITVcبازه تغييـرات.يكسان بودن مختصات آنهاست

مي شـود5شده براي سلولهاي كروي در شكل  از.ب مشاهده

و يهـاي متفـاوتي جهتگيرآنجاييكه سـلولهاي چسـبيده شـكلها

، ITVcوETي سـلول بـر جهتگيـر دارند، براي بررسي تـاثير 

ايـن. گرفـت سلولهايي با شكلهاي متنـوع مـورد مطالعـه قـرار

ي آنها بـه سـه گـروه جهتگيرسلولهاي مورد مطالعه، بر حسب 

شامل سلولهايي بـا1مختلف دسته بندي شدند بطوريكه گروه

بــايي حــاوي ســلولها2ســطح مقطــع دايــره اي شــكل، گــروه 

بـا سـطح(در جهت تقريبا عمود بر ميدان الكتريكـي كشيدگي
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و قطر اصلي عمود بر راستاي ميدان و) الكتريكـي مقطع بيضي

شامل سـلولها بـا كشـيدگي تقريبـا در راسـتاي ميـدان3گروه

و قطـر اصـلي در تقريبا بيضي شـكل با سطح مقطع(الكتريكي 

نمـاي بـالاي شـكلهاي سـه. هسـتند) راستاي ميدان الكتريكـي

بعدي سلولهاي مورد مطالعه در گروههاي ذكر شـده، در شـكل 

مي شود6 هـاي ذكـر شـده بـه تعداد نمونـه در گروه. مشاهده

.هستند16و30،20ترتيب 

وETبراي نتايج به دست آمده مربـوط بـه سـلولها بـا شـكل

جهتگيريهاي مختلف با توجه به گروه بندي انجام شـده، كـه از 

شكل تجربيطريق آزمايشهاي  الف مشـاهده7بدست آمد، در

و مدلسـازيETبا استفاده از مقادير. مي شود براي هـر سـلول

و شبيه سازي،هند و ITVc سي براي هر سـلول بدسـت آمـد

ب آورده شده7بر اساس گروه بندي ذكر شده، نتايج در شكل 

و انحراف معيار كميتهاي مـورد نظـر بـراي هـر.است ميانگين

ب7گروه در شكل  و .مشخص استالف

ب الف
و. اثر شعاع سلولهاي كروي بر شدت ميدان الكتريكي آستانه به منظور الكتروپوريشن) الف-5شكل و خط چين به ترتيب پيش بينـي نظريـه رياضـي منحني توپر

.به شعاع سلولهاي كروي) ITVc(بستگي ولتاژ غشايي بحراني)ب. دهد منحني برازش شده به داده هاي تجربي را نشان مي

و جهتگيري سطح مقطع آن با ظرف همراه با نماي بالايي سلولها-6شكل نماينده سلولهاي بـا سـطح1گروه. دسته بندي سلولهاي با شكل نامنظم بر حسب شكل

و گروه سلولها با كشيدگي عمود بر راستاي2مقطع كروي، گروه  تعـداد نمونـه در هـر. سلولها با كشيدگي در راستاي ميدان الكتريكي مي باشد3ميدان الكتريكي

.جهت ميدان الكتريكي اعمالي در شكل مشخص شده است. مي باشد16و30،20گروه به ترتيب، 
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(الف( )ب)

و انحراف معيار-7شكل و) الف(ميانگين در شـكلها نشـان . (*)6ولتاژ غشايي بحراني براي گروه هاي مشخص شده در شكل)ب(شدت ميدان الكتريكي آستانه

.است001/0 دهنده اختلاف معني دار با سطح معني داري 

و نتيجه گيري-4  بحث
سـ5همانطور كه در شكل لولهاي الف نشان داده شـده اسـت،

كوچكتر، شدت ميدان الكتريكي بزرگتري نسبت بـه سـلولهاي 

منحنـي بـرازش. بزرگتر براي رخداد الكتروپوريشن نياز دارنـد 

به داده هاي تجربي بصورت خـط چـين در شـكل  5داده شده

ET،)4(از طرفي با توجه بـه معادلـه. الف مشخص شده است

و سلولهاي كوچكت ر كـه شـعاع باشعاع سلول رابطه عكس دارد

مقـدار ولتـاژ. كوچكتري دارند، شدت آستانه بزرگتـري دارنـد

ITVc از)4(كه در معادله  ظاهر شده، بسـته بـه نـوع سـلول،

گـزارش شـده ITVcمقـدارواست ميلي ولت 1000تا 200

او"براي سلولهاي  اسـت ميلي ولت580 برابرحدودا"سي اچ

واز].16[ پاسـخهاي تحليلـي، طرفي در بيشتر شـبيه سـازيها

براي راحتي كار، اين مقدار بصورت ثابت در نظـر گرفتـه مـي 

ميلـي580برابر ITVcبا انتخاب].30و29و19و23[شود 

بـر حسـب شـعاعET، نمـودار)4(و اسـتفاده از معادلـه ولت

الـف5سلول، بطـور تحليلـي بدسـت مـي آيـد كـه در شـكل 

مي شود كه ايندو ملاحظه. بصورت خط ممتد مشاهده مي شود

و ممتد، تنها در نزديكي  كه اندازه ميكرومتر6منحني خط چين

او"متوسط شعاع سلولهاي  و است"سي اچ با هم تطابق دارنـد

دليلـي كـه بـراي ايـن. در ساير نقاط از هم فاصله مـي گيرنـد 

تفاوت متصور مي شود، غلط بودن فرض ثابت در نظر گـرفتن 

ITVc  با مي الـف5پس با توجه بـه شـكل.شدبراي سلولها

كه دليل تفاوت دو منحني مذكور، بايـد  مي توان پيش بيني كرد

براي بررسي صـحت ايـن. با شعاع سلول باشد ITVcافزايش 

براي هر سلول مطابق قسـمت شـبيه سـازي ITVcپيش بيني، 

كه نتايج آن در شكل  و روشهاي اين تحقيق بدست آمد 5مواد

كههم.ب آورده شده است به نمودارهاي شـكل انطور با توجه

، سلولهاي بزرگتر ولتاژ غشـايي بحرانـي انتظار مي رفتالف5

بـراي سـلولهاي كـروي ITVcبـازه تغييـرات. بزرگتري دارند

ايـن.)ب5شـكل( ميلي ولت اسـت740تا 500موجود، بين 

و همكارانش است كـه بيـان نتيجه در توافق با تحقيق تانسينگ

س كه ،)سـلول كـوچكتر(لولهاي با شعاع انحناي بيشـتر مي كند

مي شوند ].31[راحت تر الكتروپوريت

 براي الكتروپوريت شدن تمـام سـلولهاي كـرويETمحدوده لازم

 400، بـين كه چسبندگي جزئي به كف ظرف دارنددر اين آزمايش

و بنـابراين)الـف5شـكل( مـي باشـد بـر سـانتيمتر ولت 750تا
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. اسـت كمتـرين مقـدار آن درصـد 187حدودETبيشترين مقدار

،ولي با توجه به گستره كوچك تغييـرات شـعاع در سوسپانسـيونها

بـراي سوسپانسـيونها از ايـن مقـدار كمتـرETاين بـازه تغييـرات

يعني تمام سلولهاي سوسپانسيون در يك بازه كوچـك. خواهد بود

ا .كتروپوريت مي شوندلشدت ميدان الكتريكي

بـراي ميـانگين شـدت ميـدان الكتريكـي آسـتانه الـف7شكل

در دسـته بنـدي انجـام شـده با شكل نامنظمچسبيده سلولهاي 

مي دهد6مطابق شكل  در گروههايETبراي مقايسه. را نشان

و يافتن تفاوتهاي معني دار،  -از تست ناپـارامتري مـن مختلف

شد،1ويتني مي دهد كـه شـدت. استفاده نتيجه اين تست نشان

و ميدا ن الكتريكي آستانه براي سلولهاي با سطح مقطع دايـروي

با كشيدگي عمود بر ميدان الكتريكـي، تفـاوت معنـي سلولهاي

ــادير  ــد، در صــورتيكه مق ــرايETداري ندارن ــده ب بدســت آم

سلولهاي با كشيدگي در راستاي ميدان الكتريكي تفـاوت معنـي 

قبـل دو گـروه نسـبت بـه)001/0 سطح معني داريبا(داري 

مي دهد بدست آمـده تجربياين نتيجه در تطابق با نتايج. نشان

.]32[عات قبلي استلدر مطا

مقـدار ولتـاژ2-2-3نتايج شبيه سازي بر اسـاس پروتكـل بخـش

براي تك تك سلولهاي با شكل نـامنظم را بدسـت غشايي بحراني

ب ميانگين براي سلولهاي موجود در هـر گـروه7شكل. مي دهد

من.مي دهدرا نشان ويتني براي اين داده ها نشان مي دهـد- تست

و سـلولهاي بـا  كه در حاليكه سـلولهاي بـا سـطح مقطـع دايـروي

 ITVcكشيدگي عمود بر ميدان الكتريكي، تفاوت معنـي داري در 

سلولهاي با كشيدگي همسو با جهت ميـدان ندارند، اين مقدار براي

دا(الكتريكي بطور معني داري   بيشـتر)001/0ري بـا سـطح معنـي

بـراي ITVcاين نتيجه بدسـت آمـده، فـرض ثابـت بـودن.است

.رد مي كند]13-17[سلولهاي از يك نوع را 

و چسـبيده از پس بر اساس اين تحقيق، براي سلولهاي كـروي

و شدت يكسان قـرار  كه تحت تاثير پالسهايي با تعداد يك نوع

 
1 Mann-Whitney 

و جهتگيري سلولها، گرفته اند،  و شكل كاملا بـر شـدت اندازه

ETوITVc سلولهاي با كشيدگي در جهت ميـدان،.تاثير دارد

پوريشـن نيـاز به ميدان الكتريكي كوچكتري براي رخداد الكترو

و اين در حاليست كـه ولتـاژ غشـايي بحرانـي بـراي ايـن  دارد

باعـث ايـن موضـوع. سلولها بطور معنـي داري بزرگتـر اسـت 

.شـودع سـلولها مـي ايـن نـو پيچيدگي بيشـتر الكتروپوريشـن 

تحقيقات بيشتري مورد نياز است تا دليـل ايـن تغييـرات مـورد

.بررسي قرار گيرد

 هـاي انتخـاب شـده بعلاوه با توجه به شـكل سـلولها در گروه

ــين ITVcوETنيــز تفــاوت معنــي دارو)6شــكل( فقــط ب

سلولهاي با كشيدگي در راستاي ميدان الكتريكـي بـا دو گـروه 

چ)7شكل(ديگر  در، نين بـه نظـر مـي رسـد كـه عامـل مـوثر

به دست آمده، تغييرات  سلول در جهت ميـدان اندزه دو كميت

رابنابراين. است كه كشيدگي سلول در راستاي ميدان الكتريكي

ناميـد يـك عامـل"فاصله موثر در جهت ميـدان"مي توان آنرا

مي شود كه بنابراين. پوريشن استتاثير گذار در الكترو پيشنهاد

فاصـله مـوثر در تحقيقات بعدي تقسيم بندي سلولها بر اساس 

آنها در جهت ميدان صورت بگيرد كـه انتظـار مـي رود كـه در 

بـراي دسـته هـاي ITVcوETاينصورت انحراف از ميانگين 

مي تـوان. جديد كمتر باشد با در دست داشتن داده هاي كافي،

جو ITVcبه يك فرمول تجربـي بـين  هـت فاصـله مـوثر در

. دست يافتو نيز شعاع انحناي سلولها ميدان

ــه ــت ك ــخص اس ــوثر در مش ــان م ــك درم ــتن ي ــراي داش ب

الكتروكموتراپي، تمام سلولهاي بافت توموري بايد نابود شـوند 

چون حتي در صورت زنده ماندن تعداد كمي از سلولها، مجددا 

ونيز از اعمال پالسـهاي،]14[رشد تومور از سر گرفته مي شود 

مي با ، پرهيز مي شود كه باعث تخريب بافت  گرددشدت زياد

به].18[ ، براي داشتن يك درمان موفق، بايد اين نكاتبا توجه

شدت ميداني به سلولهاي توموري اعمال كـرد كـه از بيشـترين

شــدت ميــدان الكتريكــي موجــود در توزيــع بــراي ســلولهاي 
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ا. مختلف، بزرگتر باشد م بر اساس نتايج بدست آمده، قـدار يـن

و بـه دليـل اندازه،مسلما به نوع و شكل سـلولها بسـتگي دارد

و تنـوعي بافتچسبيدن سلولها گسـترده شـكل بـه يكـديگر

از نتايج بدسـت آمـده در ايـن تحقيـق پيچيـدگي هندسي آنها، 

ــد ــر شــد، بيشــتر.بيشــتري دارن ــه ذك ــه در مقدم ــانطور ك هم

اپروتكلهاي درماني موجود، بر اسـاس آزمايشـها   نجـام شـدهي

اين تحقيق، تفاوت. روي سلولهاي سوسپانسيوني به دست آمده

و چسـبيده  بـا بين الكتروپوريت كردن سلولهاي سوسپانسـيوني

ــامنظم  ــكل نـ ــتردگي شـ ــه ITVcوETدر گسـ و در نتيجـ

پيچيدگيهاي درمان موثر را براي سلولهاي تومـوري نشـان مـي

و لزوم بهينه كردن پروتكلهاي درمـاني را بي ـ .ان مـي كنـد دهد

و نتيجـه بنابراين براي الكتروپوريـت كـردن سـلولهاي تومـور

بخشي درمان، شـدت ميـدان اعمـالي بايـد از بيشـترين شـدت 

ريخـت در نتيجـه. آستانه براي سلولهاي موجود، بزرگتر باشـد 

و جهـت اعمـال شناسي سلولهاي بافت تومـور،  سـايز سـلولها

به سـلولهاي تومـور  ميـت زيـادي در حـائز اه ميدان الكتريكي

.درمان است

و قدرداني-5  تشكر
ــگاه ــق در آزمايش ــن تحقي ــي از اي ــه بخش ــه اينك ــه ب ــا توج ب

ــلووني  ــا در اس ــگاه لوبليان ــايبرنتيك دانش ــده، بيوس ــام ش انج

و معنـوي همكـاران در دانشـگاه  بدينوسيله از حمايتهاي مادي

به عمل مي آيد لوبليانا .كمال تشكر
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