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مقدمه 
از قرن ها پيش‌، پزشكان و دانشمندان كوشيده‌اند تا ارتباطي ميان شخصيت‌، احساسات و رفتار يك فرد با شروع وپيشرفت بيماري او جستجو نمايند و شايد ارتباط دادن بيماري‌ها با عوامل روحي از اولين تلاش هاي بشر در جهت ‌كشف علل بيماري‌ها بود، سابقه تاريخي مطالعه اوضاع روان شناختي بر پاسخ‌هاي فيزيولوژيكي‌، ميراث قرن‌ها مشاهدات باليني افرادي است كه پس از شرايط فشارزا بيمار شده‌اند.(1)
نخستين مطالعاتي كه بر روي حيوانات انجام شد نشان دادند كه وقايع پرفشار رواني‌، قادرند پاسخ ايمني حيوانات را در مقابل عفونت‌هاي ويروسي و باكتريايي كاهش دهند، حملات انگلي را تشديد كنند و حتي از توانايي جسماني آن ها براي مقابله با تومورهاي سرطاني بكاهند،(2). پژوهش‌هاي مشابه درباره انسان نيز نشان داد كه حوادث ناخوشايند زندگي همچون از دست دادن افراد محبوب‌، شروع بيماري‌هايي نظير روماتيسم مفضلی را در برخي از انواع شخصيت‌ها، به ويژه افراد وسواسي سرعت‌ مي‌بخشد.

از لحاظ روان شناختي اصطلاح استرس يا فشار رواني از كلمه لاتين(Stringere) مشتق شده كه به معناي فشردن است‌. تحت فشار قرار گرفتن به احتناق منتهي مي‌شود و احساس درماندگي و اضطراري را به وجود مي‌آورد كه روح و قلب ‌شخص را در بر مي‌گيرد،(3). طبق مطالعات انجام شده، فشار رواني بر پـــاسخ هاي ايمني انساني در برابر ويروس ها و باكتري ها اثر مي‌گذارد. به طوري كه ‌دانشجويان پزشكي كه در جريان امتحانات نهايي واكسن هپاتيت زده‌اند كاملاً مصونيت پيدا نمي‌كنند،(4). اين يافته‌ها كاربردهاي مهمي براي برنامه‌ريزي واكسيناسيون دارند. همچنين كساني كه بيش  از دو ماه در معرض فشارهای رواني مزمن اجتماعي قرار مي گيرند آمادگي بیشتری براي ابتلاء به زكام پيدا مي كنند،(5). از بررسي ها روي حيوانات‌، مدارك بيشتري مبني بر تأثير فشار رواني بر سير بيماري ويروسي‌، باكتريايي‌، شدت آن و شوك ناشي از حضور آن ها و يا سمي كه در خون ترشح مي‌كنند به‌دست آمده است به طوري كه براساس مطالعات انجام شده فشار رواني بر شدت عفونت انفلولانزا  و بيماري ‌ايدز مي‌افزايد.(7،6) 

در مورد افراد جواني كه دچار افسردگی شديد مي‌باشند بررسي هاي ايمونولوژيكي نشان دهنده افزايش لكوسيت ها وگرانولوسيت ها و كاهش فعاليت سلول هاي  NKمي‌باشد،(8). در تحقيقي روی افراد تحت استرسي كه دچار افسردگی شديد شده بودند، كاهش سلول‌هاي  NK و كاهش سيتوتوكسيتي سلول‌هاي NK و كاهش پاسخ لنفوسيت‌ها به ميتوژن‌ها و همچنين كاهش نسبت سلول‌هاي CD4/CD8  مشاهده گردید،(9). بررسي ها نشان مي‌دهـــد استرس حاد مي‌تواند باعث تضعيف آنتي‌بادي هاي اختصاصي و پاسخ هاي سلول هاي T (10) و تغييرا تي در رسپتورهاي كموكاين‏ سلول هاي T و مونوسيت ها شود.(11)
فشار رواني ناشی از امتحانات تحصيلي الگوي تحقيقي جالبي را براي بررسي اثرات استرس حاد فراهم ساخته است‌. امتحانات درسي به وضوح باعث افزايش ميزان اضطراب و پريشاني مي‌شوند. تحقيق حاضر قصد دارد اثر استرس امتحان را بر سلول های سيستم ايمني بدن دانشجويان داروسازي كه در معرض امتحان جامع علوم ‌پايه قرار گرفته اند و دانشجويان داروسازي كه امتحان جامع علوم پايه با موفقيت گذرانده‌اند مورد بررسي و مقايسه قرار دهد.
مواد و روش ها

با توجه به اينكه امتحان جامع علوم پايه براي دانشجويان داروسازي بسيار حائز اهميت مي‌باشد و مردودي در آن به‌ منزله يك سال محروميت از تحصيل مي‌باشد. لذا به عنوان موقعيت استرس زا در نظر گرفته شد. به اين منظور از تعدادی از دانشجويان داروسازي دانشگاه علوم پزشکی اهواز كه قصد شركت در اين امتحان را داشتند (با موقعيت استرس زا  مواجه بودند) طي مراحل مقدماتي كه شامل توزيع اطلاعيه بين دانشجويان و توجيه آن ها از نحوه انجام كار و اهميت ‌آن بود براي همكاري در اين تحقيق به عنوان «گروه آزمون» دعوت به عمل آمد. همچنین تعدادی از دانشجويان داروسازي که ســـال گذشته امتحان جامع
علوم پايه را گذرانده بودند و با موقعيت استرس زا مواجه نبودند به عنوان«گروه شاهد» در نظر گرفته شدند. افراد شرکت کننده از لحاظ متغيرهاي زمينه‌اي نظيــر سن‌، جنس‌، شرايط آزمايشي‌، عدم ابتلا به بيماري هايي كه سيستم ايمني بدن آن ها را تغيير ‌دهد به طور ‌مشابه، انتخاب شدند. در نهایت گروه آزمون شامل 34 نفر و گروه شاهد شامل 20 نفر گردید. نمونه برداري ازخون وریدی دوگروه مورد مطالعه در زمان مناسب انجام شد. نمونه‌هاي خون محیطی حاوي‌EDTA  بلافاصله به آزمايشگاه بيمارستان شفا منتقل گرديد و پارامترهای سيستم ايمني با استفاده از تست هاي هماتولوژيكي و فلوسايتومتري براي هر دانشجو مورد سنجش قرار گرفت. به اين منظور آزمايش استاندارد((((( طبق دستورالعمل روتین آزمایشگاهی جهت مشخص شدن تعـــــداد گلبول‌هاي سفيد(WBC)، درصد لنفوسيت ها‌، ائوزينوفيل ها‌، نوتروفيل ها و مونوسيت ها در خون محیطی صورت گرفت‌.
2 سی سی از نمونه های خون هر کدام از دانشجویان بلافاصله بعد از لیز گلبولهای قــرمز، با آنتي بادي های مونوکلونال کنژوگه به مواد فلورسنتـی 
بر عليه CD56،CD8 ،CD4  و CD3 (ساخت شركت Dako کشور دانمارك) رنگ آمیزی شدند و سپس با دستگاه فلوسايتومتری Dickenson  Bectonآمریکا آناليز و درصد زير جمعيت هاي سلول های  T شامل سلول‌هاي T كمكي(ماركر CD4) و سلــــول های T سايتوتوكسيك(ماركر CD8) و نيز سلول هاي NK (ماركر CD56) در حوضه لنفوسیتی مشخص گردید. میانگین درصد هر کدام از زیر جمعیت های لنفوسیتی در دوگروه آزمون و گروه شاهد همراه با انحراف معیار میانگین((M±SEM مشخص گردید.  علاوه بر اين نسبت سلول‌های  CD4/CD8به عنوان متغير مهمي در سيستم ايمني محاسبه گرديد. نتايج به دست آمده از دوگروه آزمون و شاهد با استـفاده از آزمـــــونt  و نرم افزارSPSS  مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت. لازم به ذکر است برای معنی دار بودن آزمون سطح معنی داری 05/0 در نظر گرفته شد. 
یافته های پژوهش   

 يافته هاي به دست آمده از پــژوهش حاضر پس از دستــــــــه بندي و تجزیه و تحلیل آماری در جدول 1 نشان داده شده است‌ که به شرح زیر می باشد: 
جدول شماره 1. مقايسه  میانگین (M) زير جمعيت هاي لكوسيتي و انحراف معیار میانگین (SEM) در بين
دو گروه آزمون و گروه شاهد برحسب در صد
	زير جمعيت هاي لكوسيتي
	گروه آزمون (M(SEM)(درصد)
	گروه شاهد (M(SEM) (درصد)

	نوتروفيل ها (
	37/1(06/53
	80/1(05/60

	لنفوسيت ها
	35/1(52/30
	69/1(54/32

	مونوسيت ها (
	23/0(14/1
	77/.(65/5

	ائوزينوفيل ها(
	20/0(34/2
	30/0(180/1

	سلول هاي TCD4+ (
	92/0(90/36
	66/1(98/41

	سلو ل هاي CD8+ T (
	34/1(31/31
	02/1(38/26

	سلول هاي CD56+
	95/2(1/13
	11/1(61/12

	نسبت سلو ل هاي CD4/CD8 (
	065/0(24/1
	1/.(64/1


(بين دو گروه آزمون و گروه شاهد تفاوت معني‌داري وجود دارد(P<0.05)
تجزیه و تحلیل آماری داده های فوق نشان داد تعداد گلبول های سفید در بین دو گروه آزمون(دارای استرس) و گروه شاهد تفاوت معنی داری ندارد0.05)<P). استرس امتحان در گروه آزمون  سبب كاهش معني دار سلو ل هاي CD4+T، مونوسيت ها، نوترو فيل ها و كاهش نسبت سلول هاي  CD4/CD8 گردیده استP<0.05)).  سلول هاي CD8+T و ائوزينوفيل هاي خون محیطی به طور قابل توجهی در گروه آزمون در مقایسه با گروه شاهد افزایش نشان داده استP<0.05)).  تعداد سلول هايCD56+  نیز در گروه آزمون نسبت به گروه شاهد  افزايش داشته ولي اين افزايش معني دار نبود. بين دو گروه داراي استرس و بدون استرس از لحاظ تعداد گلبول های سفید، درصد كل لنفوسيت ها تفاوت معني داري مشاهده نگردید.0.05)<(P
بحث و نتیجه گیری 

تاكنون مطالعات بسيار زيادي در زمينه سايكونوروايمونولوژي صورت گرفته است و تغييرات ايجاد شده در سيستم ايمني در اثر استرس‌هاي حاد و مزمن مورد مطالعه وبررسي قرار گرفته‌اند. اگر چه اکثر اين پژوهش‌ها در جامعه غير ايراني صورت گرفته است ليكن نتيجه اغلب اين مطالعات آن بوده است كه فشار رواني بر متغيرهاي سيستم ايمني بدن تأثير گذاشته و در دراز مدت سيستم ايمني بدن را مخدوش مي‌سازد. 
بر اساس مطالعات محققين آمريكايي اثر مستقيم فشار رواني بر سيستم ايمني ممكن است از طريق پپتيدهاي‌ هيپوتالاموسي ‌هيپوفيزي و شاخه سمپاتيك سيستم مركزي عصبي اعمال شود. همچنين فشار رواني مي‌تواند از طريق ارتباطات دو جانبه‌اي كه ميان سيستم عصبي مركزي‌، سيستم اندوكرين و سيستم ايمني وجود دارد بر سيستم ایمنی مؤثر واقع شود.(12)
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مي‌دهد كه موقعیت ‌استرس زای امتحان باعث كاهش سلول‌هاي CD4+T نسبت سلول‌هاي CD4/CD8، درصد مونوسيت‌ها و درصد نوتروفيل‌ها مي‌شود و از طرفي بـــاعث افزايش سلول‌هايCD8+ و درصد ائوزينوفيل ها در دانشجویان شده است‌. ليكن بين دو گروه آزمون و شاهد از لحاظ تعداد گلبول های سفید و درصد لنفوسيت ها و سلول های  NKتفاوت معني داري مشاهده نشد. 
بر اساس تحقيقات وسيعي كه توسط كمني و همكاران انجام شده است اثر استرس حاد بر روي سيستم ايمني به صورت افزايش سلول هاي T CD8+، در صد لنفوسيت ها، در صد ائوزينوفيل ها، کاهش سلول هاي CD4+T، نسبت سلول هاي CD4/CD8 و درصد نوتروفيل ها گزارش شده است.(13)
مقايسه نتايج حاصل از تحقيقات اين دانشمندان با تحقيق حاضر حاكي از تشابه زياد بين اين نتــــايج مي باشد. تحقیقات مشابه نشان می دهد افرادی که با استرس های فراوانی مواجه هستند هنگام برخورد با موقعیت های استرس زای حاد مانند امتحان دارای تعداد بیشتری CD8می باشند و نسبت CD4/CD8 در آن ها کاهش می یابد،(14). افزایش متغـــیرCD8  می تواند بیانگر مهار سیستم ایمنی و دفاعی بدن در مقابل عوامل بیگانه باشد،(13). همچنین در موش هایی که تحت تاثیر مواد شیمیایی دچار استرس شده بودند تغییراتی در سلول های CD4+  و  CD8+ آن ها مشاهده گردید. این تغییرات در خون محیطی نسبت به طحال محسوس تر بود،(15). کاهش نسبت سلول های CD4/CD8در اثر استرس حاد ناشی از ارتعاش نیز گزارش شده است که بیانگر ضعیف شدن سیستم ایمنی می باشد،(16). کاهش ایمنی سلولی در افرادی که دچار استرس عمل جراحی شده بودند، نیز نشان داده شده است،(17). همچنین گزارشاتی مبنی بر آتروفی حاد تیموس ناشی از استرس در دسترس می باشد،(18).  کاهش قابل توجه لنفوسیت های T سیتوتوکسیک در افراد مبتلا به دردهای مزمن ناشی از استرس در مقایسه با افراد سالم نیز گزارش شده است،(19). اما در تحقیــقی دیگر پارامترهای ایمونولوژیک شامل لنفوسیت هایT  و B، میزان ایمونوگلوبولین و کمپلمان در دانشجویانی که دچار استرس حاد قبل از امتحان بودند تغییری مشاهده نشد،(20). البته این محققین بر خلاف مطالعه حاضر مقدارP value را کمتر یا مساوی یک صدم در نظر گرفته بودند که ممکن است فقدان تغییرات را توجیه کند. 
در تحقيق ديگري كه دانشمندان ايتاليايي بر روي نمونه خون دانشجويان پزشكي قبل از امتحان انجام دادند، نتايج نشان داد استرس باعث افزايش مقدار كورتيزول‌پلاسما، كاهش پروليفراسيون لنفوسيت‌ها، توليد اينترلوكين -2 و لنفوسيت T + CD4 شده است كه با بعضي از جنبه هاي اين تحقيق هم خواني نشان مي دهد،(21). کاهش پرولیفراسیون لنفوسیت T در پاسخ به فیتوهم آگلوتینین و افزایش مقدار كورتيزول ‌پلاسما ناشی از استرس در دوران های مختلف تحصیلات آکادمیک دانشجویان پزشکی گزارش شده است،(22،23). گرچه در مطالعه حاضر امـــــكان اندازه گيري ميزان كورتيزول پلاسما در دانشجويان فراهم نبود ولي بيشتر مطالعات در اين رابطه افزايش آن را گزارش كرده اند،(23،24). هر نوع استرس اعم از فيزيكي يا عصبي باعث افزايش فوري و شديد ترشح ACTH(آدرنوكورتيكوتروپين‌) ازغده هيپوفيز قدامي و متعاقب آن  افزايش زياد ترشح كورتيزول ظرف دقايقي مي‌شود. كورتيزول نيز داراي اثرايمونوساپرسيو مي‌باشد لذا مي تواند سيستم ايمني را تحت تاثير قرار دهد.(25)
بر خلاف مطالعه حاضر کاهش سلول های NK در افرادی که دچار فشارهای روانی هستند گزارش شده است،(9). البته در بیشتر این مطالعات دو مارکر CD56 و CD16 که دقیــق تر می باشند برای شناسایی سلول های NK به کار رفته است ولیکن در مطالعه حاضر به دلیل محدودیت مالی فقط CD56 مورد بررسی قرار گرفت.  
هر چند که در این مطــالعه سنجـــش سایتوکاین های مترشحه از لنفوسیت های T صورت نگــرفته است ولیکن مطالعات زیادی تغییرات سایتوکاین ها را در شرایط استرس زا بیان کرده اند. شرايط استرس زای  امتحان در دانشجويان می تواند  باعث به هم خوردن تعادل بين سايتوكين هاي Th1 و  Th2شود،(26). تغییر در نسبت سایتوکین های Th1/Th2 در افراد با دردهای مزمن ناشی از استرس نیز گزارش شده است،(17). در تحقیقی میزان TNF( در دانشجویانی که امتحان داده بودند و نمره اضطراب بالایی را کسب کرده بودند کاهش نشان داد،(27).  به هم خوردن تعادل سایتوکاین های Th1/Th2 و سایتوکاین های تنطیم کننده ایمنی ذاتی به دنبال استرس، بدن را مستعد بیماری هایی مانند خود ایمنی، عفونت های مزمن، افسردگی شدید و آرترواسکلروزیس می کند،(28). اگر چه مطالعه حاضر همه پارامترهای ایمونولوژیکی را مطالعه نکرده است ولیکن به نظر مي رسد لكوسيت هاي خون محيطي در موقعيت هاي استرس زا دچار تغييراتي در جهت تضعيف سيستم ايمني مي شوند كه در آن لنفوسيت هاي  T نقش قابل توجهي دارند که بررسي های بيشتري  مانند بررسی سایتوکاین ها  را مي طلبد.
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Abstract

Introduction: Many investigations have recently been done regarding the effect of acute and chronic stress on immune system. Changes in peripheral blood leukocytes and their function can indicate health and disorder of immune system. The basic sciences exam is of importance for such students and is considered a stress or situation. The aim of this study was to investigate the effect of basic sciences exam on leukocyte subpopulations in peripheral blood of pharmacy students.
Materials & Methods:  A group of students, who were preparing for the basic sciences exam, were chosen as the case group. The control group included a number of students who had passed the exam the previous year. On the day of exam, blood samples were collected from the students. The percentage of leukocyte subpopulations including granulocytes, lymphocytes, monocytes and euosinophils were gained by hematological methods and T cell subpopulations including helper T (CD4 marker) and cytotoxic T (CD8 marker) cells, and also NK (CD56 marker) cells using monoclonal antibodies and flow cytometric technique. The data obtained from the two groups were analysed statistically using t test.
Findings: The results showed that stress caused significant reduction of CD4+ T lymphocytes, monocytes, neutrophils, and CD4/CD8.  However, CD8+ T lymphocytes and eosinophils increased significantly. CD56+ cells increased but the difference between the two groups was not significant. WBC count and lymphocytes did not show any significant differences in them. 
Discussion & Conclusion: It seems that stressor situations influence cells of immune system, specially those of T lymphocytes. Reduced CD4+ T lymphocytes and increased CD8+T lymphocytes induced immune disorders in students, a fact that suggest more investigations.
Keywords: exam, stress, immunological factors, T lymphocyte
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چكيده


	      مقدمه: در سال هاي اخير مطالعات زيادي در ارتباط با اثر استرس حاد و مزمن بر عملكرد سيستم ايمني صورت گرفته است.  تغییرات لکوسیت های خون محیطی و چگونگی عملکرد آن ها می تواند بیانگر سلامتی و اختلال در سیستم ایمنی بدن باشد. امتحان جامع علوم پايه براي دانشجويان داروسازي بسيار حائز اهميت است  و به عنوان یک موقعیت استرس زا در نظر گرفته می شود.  هدف از مطالعه حاضر بررسي اثر استرس  ناشی از امتحان جامع علوم  پایه بر زير جمعيت هاي لكوسيتي خون محيطي دانشجويان داروسازي می باشد.


      مواد و روش ها: طي مراحل مقدماتي در روز امتحان علوم پايه از دانشجويان داروسازي كه قصد شركت در امتحان را داشتند خون محیطی گرفته شد(گروه آزمون). سپس تعداد گلبول های سفید، ميزان درصد زيرجمعيت هاي لكوسيتي شامل گرانولوسيت ها، لنفوسيت ها، مونوسيت ها و ائوزینوفیل ها با روش های هماتولوژیکي و درصد زیر جمعيت هاي سـلول های  T شامل سلول‌هاي T كمكي(ماركر CD4) و  Tسايتوتوكسيك(ماركر CD8) و نيز سلول هاي NK(ماركر CD56) با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري و آنتي بادي هاي مونوكلونال تعیین گردید. همزمان خون محيطي از دانشجويان داروسازي كه سال گذشته امتحان جامع علوم پايه را گذرانده بودند به عنوان گروه شاهد گرفته شد و مورد بررسی آزمایشگاهی قرار گرفت. داده های به دست آمده از هر دو گروه با استفاده از آزمونt-test مورد مقايسه و آناليز آماري قرار گرفتند.


        یافته های پژوهش: استرس امتحان در گروه آزمون سبب كاهش معني دار لنفوسيت هاي CD4+T،  مــونوسيت ها،  نوتروفيل ها و كاهش نسبت سلول هاي  CD4/CD8  شد و از طرفي باعث افزايش لنفوسيت هاي CD8+T  و  ائوزينوفيل هاي  خون محيطي گردید. تعداد لنفوسيت هاي  CD56+  نيز درگروه آزمون افزايش نشان داد ولي اين افزايش معني دار نبود.  بين دو گروه آزمون و شاهد از لحاظ تعداد گلبول های سفید و درصد كل لنفوسيت ها تفاوت معني داري مشاهده نشد.


       بحث و نتیجه گیری: به نظــــر می رسد موقعيت هاي استرس زا  بر سلول های  سسیستم ايمنی به ویژه لنفوسیت های T تاثير مي گذارد. کاهش لنفوسيت هاي CD4+T و افزایش لنفوسيت هاي CD8+T  زمینه مساعدی را در دانشجویان برای اختلالات ایمنی فراهم می سازد  که  نتیجه گیری کامل تر و دقیق تر مطالعات بیشتری را می طلبد.
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