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خلاصه

مقدمه: دیابت یکی از ش��ایع​ترین بیماری​ها در دنیا می‌باش��د. روش​های تشخیص این بیماری 
پرهزینه و نیازمند نمونه‌گیری از خون بیمار می‌باشد. یکی از روش​های نوین تشخیص دیابت آنالیز 
طیف موی سر است. هدف ما در این پژوهش استفاده از لیزر و علم بیناب‌نمایی برای تشخیص کم​

هزینه و بدون نیاز به مواد مصرفی برای تشخیص سریع دیابت است.

روش بررس�ی: در این پژوهش، به​منظور تشخیص دیابت به​وسیلۀ آنالیز موی سر توانایی روش 
بیناب​نمایی فروشکست القایی لیزری مورد بررسی قرار گرفت. ابتدا موی سر 50 فرد دیابتی و 50 
فرد سالم نمونه​برداری و بیناب آن​ها ثبت شد. سپس به​منظور ایجاد یک مدل برای تشخیص و پایش 
افراد دیابتی از یک روش آماری چند​متغیره به​نام آنالیز تفکیکی حداقل مربعات جزئی استفاده شد.

یافته‌ها: نتایج این پژوهش نشان داد، تشخیص دیابت به​وسیلۀ آنالیز موی سر و همچنین پیش​
بینی نمونه‌های ناش��ناس مورد آزمون به روش  LIBS امکان‌پذیر است و نمونه‌های ناشناس مورد 

آزمون با دقت 100 درصد به روش LIBS-PLS DA  به​درستی گروه‌بندی شدند.

نتیجه‌گی�ری: روش LIBS-PLS DA می‌توان��د به​عنوان یک روش جدی��د در​کنار روش‌های 
مرسوم موجود برای تشخیص دیابت به​منظور کاربردهای کلینیکی مورد استفاده قرار بگیرد.

واژه‌های كليدی: بیناب​نمایی فروشکس��ت القایی لیزری، آنالیز تفکیکی حداقل مربعات جزئی، 
موی سر، دیابت
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مقدمه
دیابت نوعی بیماری مزمن است که با تغییر میزان مواد ریز​مغذی همچون 
منیزیم، کلسیم و پتاسیم همراه است]1و2[. این بیماری در اثر عدم تولید 
انسولین توسط لوزالمعده و یا عدم استفادۀ بدن از انسولین تولید​شده، رخ 
می‌دهد]3[. امروزه، ديابت كيي​از مهم​ترين مشك��لات بهداشتي- درماني، 
اقتصاد و اجتماعي جهان محس��وب مي​شود]4[. به​گونه​اي كه بيش​از صد 
و هفتاد ميليون نفر در دنيا مبتلا به اين بيماري هستند. در كشور ما بالغ​
بر چهار ميليون نفر به اين بيماري مبتلا هس��تند. افراد ديابتي بيش��تر از 
افراد ع��ادي در معرض عوارضي چون نابينايي، حمال�ت قلبي، نوروپاتي، 
نفروپات��ي، بیماری‌هاي ان��دام تحتاني و قطع عضو هس��تند. بروز عوارض 
مزم��ن ديابت با مقادير بالاي گلوكز خون ارتباط دارد، به​همين​دليل افراد 
ديابتي بيش��تر از افراد عادي در معرض عوارض��ي چون نابينايي، ناراحتي​

هاي قلبي، نوروپاتي و نفروپاتي قرار مي​گيرند. بررسي‌ها نشان مي​دهد كه 
عوارض غيرقابل برگشت ديابت ناشي​از محصولات نهايي گلكياسيون است 
��كه با ايجاد تغيير در تريكب كلس��ترول، آلبوم��ين، كلاژن و هموگلوبين 

زمينۀ بروز عوارض مختلف را در افراد ديابتي فراهم مي​سازد]5[.

پس​از سال2000، کاربردهای بیناب​نمایی فروشکست القایی لیزری1 در 
 LIBS صنایع نظامی و پزشکی از اهمیت ویژه​ای برخوردار شد]6[. روش
به​واس��طۀ داش��تن ویژگی‌های منحصر​به​فردی نظیر شناس��ایی هم‌زمان 
چند​عنصری، س��ریع و آنی ب��ودن و عدم نیاز به آماده​س��ازی و همچنین 
نی��از به مقدار کمی از نمونه )نانوگرم(، جه��ت آنالیز مواد مختلف از​جمله 
نمونه‌‌های بیولوژیکی به​کار گرفته شده است]7[. بیناب​نمایی فروشکست 
القایی لیزری یکی از روش​های بیناب​نمایی گسیل اتمی است که بر​اساس 
آشکارس��ازی و آنالیز گسیل​های پلاسمای نمونه استوار است، با گسترش 
پلاس��ما و سرد شدن آن گونه​های یونی، اتمی و مولکولی مرتبط با عناصر 
موجود در نمونه ش��روع به گسیل می​کنند که با ثبت این گسیل‌‌ها توسط 
بیناب‌سنج و تحلیل طول​موج​ها و شدت​های گسیلی می​توان به اطلاعات 
 کیفی و کمی از همۀ گونه​های موجود در نمونه دست​یافت]8[. درسال​های
اخی��ر، در زمینۀ�� پزش��کی از این روش جهت تش��خیص بافت س��الم از 
بافت س��رطانی مختلف مانند س��نگ‌کلیه استفاده ش��ده​ است. در دندان​

پزشکی با اس��تفاده از روش بیناب​نمایی فروشکست القایی لیزری عناصر 
تش��کیل​دهندۀ​ دندان طبیعی و همچنین پروتز دندان مورد بررس��ی قرار 
گرفتند]9و10[ و همچنین ش��ادمان و همکاران روش LIBS را به​منظور 
مقایسۀ�� عناصر موجود در ناخن افراد معتاد و سالم استفاده نمودند]11[.  
بر​اساس مطالعه​ای که در سال 2008 توسط ملیچی و همکاران انجام شد، 
آن​ها توانستند حضور گونه​های اتمی و یونی سبک مانند کربن، هیدروژن، 
اکس��یژن، نیتروژن و تعدادی از عناصر فلزی مانند آهن، کلسیم، سدیم و 
پتاسیم در بیناب‌های گسیلی از پلاسمای القائیدۀ لیزری سطح سرم خون 

Laser-Induced Breakdown Spectroscopy(LIBS) .1

را نشان دهند]12[. 

در این پژوهش امکان تش��خیص فرد دیابتی و س��الم با آنالیز موی س��ر 
این افراد با استفاده از روش بیناب‌نمایی فروشکست القایی لیزری بررسی 
می​ش��ود. این امکان‌س��نجی بر داد‌ه‌های ثبت​ش��ده از فرآیند بیناب‌نمایی 
فروشکس��ت القایی لیزری با اس��تفاده از یکی از روش​های تجزیه​و​تحلیل 
آم��اری چند​متغی��ره به​نام آنالی��ز تفکیکی حداقل مربع��ات جزئی2 انجام 
می‌ش��ود. روش PLS-DA یک روش طبقه‌بندی نظارت ش��ده3 اس��ت. 
منظور از طبقه‌بندی مدلی اس��ت که ابت��دا آن را با نمونه‌هایی که ماهیت 
آن​ها مشخص است، آموزش داده و سپس با استفاده از مدل طراحی​شده 
تش��خیص داده می​شود که نمونۀ ناشناس مو متعلق به یک فرد دیابتی و 

یا یک فرد سالم است.

روش بررسی
نمونه‌های مورد آنالیز

ب��رای انج��ام آزمایش50 نمون��ه مو از افراد س��الم و50 نمون��ه از افراد 
دیابتی که همگی م��رد بودند، جمع​آوری گردید. نمونه موی افراد دیابتی 
از بیم��اران دیابتی مراجعه​کننده به بیمارس��تان صدیقۀ طاهره مخصوص 
بیماران دیابتی در اصفهان تهیه شد و نمونه موی افراد سالم نیز از بستگان 
درجه یک ایشان که به​دلیل ارثی بودن بیماری دیابت آزمایش دیابت داده 
بودن��د و جواب آزمایش آن​ه��ا منفی بود)مبتلا به دیاب��ت نبودند(، جمع​
آوری گردی��د. به​منظور کاه��ش اثرات محیطی در پاس��خ‌های آزمایش و 
برطرف کردن هر​گونه آلودگی س��طحی، نمونه‌های مورد نظر با اس��تون و 
الکل شست​و​ش��و و سپس در دمای اتاق خشک شدند. نمونه​ها با استفاده 
از سیستم فشار هیدرولیکی به 100 قرص هم​شکل و هم​اندازه با سطحی 
کاماًل� ص��اف با قطر 13 میلی​مت��ر و ضخامت 7 میلی​مت��ر تبدیل گردید 
تا همۀ نمونه​ها در ش��رایط کاملًا مش��ابه آنالیز ش��وند و تنها عامل تفاوت 
در بیناب ثبت​ش��ده از نمونه‌های مختلف، تفاوت س��اختاری آن​ها باشد و 
عوامل��ی مانند ناهمواری س��طح نمونه بر بیناب ثبت​ش��ده اثر نگذارد، به​
منظور کاهش اث��رات محیطی و همچنین خطاهای اندازه​گیری ناش��ی​از 
ناپایداری انرژی لیزری و ناهماهنگی‌های احتمالی در سطح اندازه​گیری‌ها 
به تعداد 5 بار برای هر نمونه تکرار و در مجموع500 بیناب ثبت شد و از 
میانگین داده‌ها برای تحلیل نتایج استفاده گردید. شکل1 قرص‌های موی 

مورد استفاده را نشان می‌دهد.

چیدمان آزمایش

برای آنالیز نمونه‌ها در این تحقیق از سامانۀ LIBSCAN100 ساخت 
شرکت Applied Photonics استفاده شده است. این سامانه مجهز به 
± 2 nsپهنای تپ ،m100 ب��ا انرژی خروجی متغیر تا Nd:YAG لیزر

Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) .2
Supervised .3
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7، فرکانس تکرار 1 تا 20HZ می​باشد که بیناب پلاسمای تولیدی توسط 
آشکارساز مدل A-13-01-20 شرکت Avantes ثبت می‌گردد. توانایی 
تفکیک‌پذیری دس��تگاه از 0/04 نانومتر تا 0/15 نانومتر در نواحی مختلف 
طول موجی متغیر است و قابلیت بیناب‌نگاری در ناحیۀ طول موجی 180 
تا 1057 نانومتر را دارا می‌باشد. نمایی از سامانۀ LIBS مورد استفاده در 

این پژوهش در شکل 2 نشان داده شده است.

)PLS-DA(روش آنالیز تفکیکی حداقل مربعات جزئی

روش‌ه��ای طبقه‌بندی چند​متغی��ره از​جمل��ه PLS-DA، تکنیک‌های 
کمومتریکس��ی4 هس��تند که هدف آن‌ها یافتن مدل‌های ریاضی است که 
قادر به تش��خیص گروهی است که هر​یک از نمونه‌ها با​توجه به متغیرهای 
اندازه‌گیری​ش��ده )در این پژوهش شدت‌های گس��یلی( باید در آن‌ها قرار 
گیرند. روش PLS-DA یک روش طبقه‌بندی5 خطی اس��ت که بر​اساس 
رگرس��یون کمترین مربعات جزئی بنا نهاده شده است، این روش به​دنبال 
متغیرهای پنهانی6 است که بیش��ترین کوواریانس7 را با متغیرهایی دارند 
که عضویت نمونه‌ها در گروه‌های مختلف )افراد دیابتی یا س��الم( را نشان 
می‌دهد، به زبان س��اده روش PLS-DA به​دنبال یافتن ترکیب خطی از 
متغیرهای اصلی )شدت‌های گس��یلی( است که بهتر می‌توانند گروهی را 
که هریک از نمونه‌ها باید در آن قرار گیرند، پیش‌بینی کنند. در ضمن این 
مدل از این طری��ق می‌تواند به کاهش ابعاد داده‌ها و همچنین یافتن یک 

الگو در داده‌ها کمک کند]13و14[.

chemometric techniques .4
linear classification method .5

latent variables .6
covariance .7

یافته​ها و بحث
بیناب LIBS موی فرد س��الم و دیابتی در ش��کل‌‌ 3 مش��اهده می‌شود. 
ش��کل 4 بیناب​ه��ای LIBS نمونه‌هایی از موهای م��ورد آنالیز را در بازۀ​ 
طول​موجی 1000-190 نانومتر نش��ان می​دهد با شناسایی خطوط اتمی، 
یونی و باندهای مولکولی که در جدول 1 خلاصه شده است، مشخص شد 
که نس��بت شدت بهتر از خودت شدت‌ها می‌توانند بین موی افراد سالم و 
دیابتی تمایز قائل ش��وند، پس 17 نسبت شدت مرتبط با نمونه‌های مورد 

آنالیز به عنوان ورودی روش PLS-DA استفاده شد.

همان​طور​که در شکل 4 مشاهده می‌‎شود، شدت منیزیم و کلسیم در فرد 

شکل2: سامانۀ LIBSCAN100 شکل1: نمایی از قرص​های تهیه​شده از نمونه​های مو

ش�کل3: نمونه​ای از بیناب نوعی موی ش�خص س�الم و دیابتی به​همراه شناس�ایی عناصر 
موجود در آن
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دیابتی پایین‌تر از فرد س��الم است. علی​رغم اینکه منیزیم در فعالیت‌های 
غدد آدرنال) فوق کلیوی( و ترشح هرمون​های مولد انرژی نقش مهمی ایفا 
می‌کند، افراد مبتلا به دیابت دارای س��طح کمتری از این عنصر در خون 
می​باش��ند]15[ از​طرفی کمبود منیزیم باعث تغییر متابولیسم کلسیم می​

ش��ود. همچنین تغییرات مقدار کلس��یم به مقدار گلوگز  موجود در خون 
وابسته است، به​طوری​که ارتباط مستقیمی بین غلظت یون یک​بار یونیدۀ 
کلس��یم و خطر ابتلا به انواع بیماری‌ها وجود دارد]1و16[. کمبود منیزیم 
باعث کاهش کاذب پتاس��یم و در​نهایت س��بب افزایش نس��بت سدیم به 
پتاسیم خواهد شد و پیامد آن افزایش فشار خون و افزایش غلظت سدیم 
خون اس��ت]17[. نتایج به​دست​آمده از بیناب موی فرد دیابتی با نتایج به​

دست​آمده از خون افراد دیابتی تطابق خوبی را نشان می​دهد.

برهمکنش پالس لیزر با سطح موی قرص​شده و تشکیل پلاسمای لیزری 
س��بب ایجاد گونه‌های کربن، هیدروژن و اکس��یژن می‌ش��ود که با توجه 
به ب��الا بودن میزان گلوک��ز )قند، C6H12O6( در خون ف��رد دیابتی به 
م��دت طولان��ی، در موی فرد نیز بایس��تی مقادیر بالات��ری از این عناصر 
موجود باش��د، ش��دت خطوط نش��ری این گونه‌ها در نمونۀ دیابتی دارای 
مقادیر بالاتری نس��بت​به نمونۀ فرد سالم می‌باشد که با نتایج به​دست​آمده 
از ش��دت بیناب LIBS به​دس��ت​آمده تطابق خوبی دارد. همان​گونه​که در 
ش��کل 5 نش��ان داده​شده​است، ش��دت کربن در فرد دیابتی بیشتر از فرد 

سالم می‌باشد.

لازم به ذکر اس��ت که بیناب LIBS موی فرد سالم و فرد دیابتی که در 
گروه س��نی40-30 و از گروه جنسی مرد بودند، در گاز آرگون ثبت شده​
است، زیرا با​توجه به وجود نیتروژن در هوا، وجود گاز آرگون باعث می​شود 
که اثرات نیتروژن محیطی حذف و کربن موجود در ترکیب با حساس��یت 
بیشتری بررسی شود. بنابراین می​توان نتیجه گرفت که تأثیر گاز محیطی 
اعمال​شده بر آن ناچیز است. از دلایل مهم استفاده از گاز آرگون این است 
که سبب بهبود فرآیند آشکارسازی قله​های طیفی می​شود، همچنین می-
توان ب��ه کاهش فرآیند بازترکیبی بین اتم​های نمونه )C( و ذرات موجود 
در هوا )N(، افزایش طول عمر بقای پلاس��ما و در​نتیجه امکان جمع​آوری 
تابش​های گسیلی بیشتر نیز اشاره نمود. ضمن اینکه قل​ۀ بینابی اتم کربن 
در ط��ول م��وج 247/83 و 193/09 نانومتر با حض��ور گاز آرگون افزایش 
یافته​اس��ت. در شکل 6 تفاوت در شدت عناصر موجود در نمونه‌های موی 
افراد س��الم و دیابتی نش��ان    داده​شده​اس��ت، عناصر C، H،  NوO در 
بیناب افراد دیابتی نسبت​به افراد سالم بیشتر و در بیناب LIBS فرد سالم 

عناصر Ca، Fe  و  Mgدر فرد سالم نسبت به فرد دیابتی بیشتر است.

در اين پژوهش برای آم��وزش مدل برای تفکیک افراد دیابتی و ارزيابی 
آن بر​روی داده​های آزمايش از نرم​افزار MATLAB اس��تفاده شده است. 
برای ایجاد مدل PLS-DA، داده​ها به دو دستۀ آموزش و آزمون تقسيم​
بندی شدند. در این پژوهش از مجموع دادۀ ثبت​شده از نمونه‌های مختلف 

ش�کل4: مقایس�ۀ‌ خطوط یونی کلس�یم و منیزیم بیناب LIBS نمونه‌‌های موی فرد سالم با 
فرد دیابتی

شکل5: مقایسۀ خطوط اتمی کربن بیناب LIBS نمونه‌‌های موی فرد سالم با فرد دیابتی
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م��ورد مطالعه 70 درصد برای آم��وزش و 30 درصد برای آزمودن کارآیی 
مدل، مورد استفاده قرار گرفتند. نمودار مربوط به تفکیک دو گروه دیابتی 
)کلاس1( و س��الم )کلاس2( در شکل نشان داده شده است. همچنین در 
این نمودار می‌توان تفکیک کامل و بدون هم​پوش��انی بین گروه س��الم و 

دیابتی را مشاهده کرد.

ش��کل7 نمونه‌هایی را که برای آموزش مدل مورد استفاده قرار گرفتند، 
نش��ان می​دهد. نتایج مربوط به افراد س��الم با پنج​ضلعی​های سیاه رنگ و 
برای افراد دیابتی با دایره‌های س��فید مش��خص شده‌اند. همچنین علامت​
های "+" و "⁎" نمونه‌های ناشناس��ی است که از مدل خواسته​شده دیابتی 
یا س��الم بودن آن​ها را مشخص کند. نتایج مربوط به آموزش8 و آزمایش9 

مدل در جدول 2 خلاصه شده است.

train .8
test .9

شکل6: مقایسۀ‌ عناصر موجود در بیناب LIBS نمونه‌‌های موی فرد سالم با فرد دیابتی

همان​طور​که در جدول 2 و شکل 7 مشخص است از 30 نمونۀ ناشناس 
که از مدل خواسته​شده دیابتی بودن یا سالم بودن آن​ها را پیش‌بینی کند، 
هر 30 نمونه به​درستی پیش‌بینی شده‌اند‌ و مدل طراحی​شده با دقت 100 

درصد نمونه‌ها را به​درستی تشخیص می‌دهد.

نتیجه​گیری
در این پژوهش روش بیناب​نمایی فروشکست القایی لیزری و روش آنالیز 
تفکیکی حداقل مربعات جزئی به​منظور تفکیک و شناس��ایی فرد دیابتی و 
س��الم به​وسیلۀ آنالیز موی س��ر این افراد مورد بررسی قرار گرفت. خطوط 
بیناب��ی متعلق به عناص��ر Ca، Mg، C، Fe، K، Na، Sr، Ti، O، H و 
N در بیناب هر دو گروه مش��اهده شد. با مقایسۀ طیف فرد سالم و دیابتی 
مشاهده شد که شدت خطوط Fe، Ca وMg  در نمونۀ افراد سالم و خط 
اتمی C در نمونۀ افراد دیابتی بیش��تر بودند و ش��دت سایر خطوط بینابی 
تفاوت چش��مگیری نداش��ت. روش بیناب​نمایی فروشکست القایی لیزری 
در کن��ار روش آنالی��ز تفکیکی حداقل مربعات جزئ��ی به​منظور تفکیک و 
شناسایی فرد دیابتی از غیردیابتی به​وسیلۀ آنالیز موی سر این افراد مورد 
 LIBS – بررس��ی قرار گرفت. نتایج پژوهش نشان داد با استفاده از روش
PLS DA می‌ت��وان این دو گروه را به​خوبی از هم تفکیک کرد و در​نتیجه 
روش مورد بررس��ی در این پژوهش با ویژگی‌هایی همچون آنالیز سریع و 
قابلیت س��یار بودن می‌تواند به​عنوان ی��ک روش جدید در کنار روش‌های 
مرس��وم موجود برای تش��خیص دیابت مورد استفاده قرار گیرد. همچنین 
استفاده از روش LIBS  و آنالیز  موی سر به​جای آنالیز خون این امکان را 
در اختیار ما می​گذارد که در هر س��اعتی از شبانه​روز فرد دیابتی را از فرد 
سالم شناس��ایی کنیم. در روش​های مرسوم فعلی با​توجه به  اینکه میزان 
قند خون در ساعات مختلف شبانه​روز متغیر است، باید آزمایش تشخیص 

شکل7: نمودار PLS-DA مربوط به تفکیک نمونه‌های مو مربوط به افراد سالم و دیابتی و پیشگویی نمونه‌های ناشناس
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جدول1: طول​موج​های مورد استفاده برای آشکارسازی عناصر و باندهای مولکولی مختلف

 PLS-DA جدول2: نتایج مربوط به طبقه​بندی نمونه​ها با استفاده از مدل

فرد دیابتی از فرد س��الم در ساعت مشخصی از روز و در شرایط جسمانی 
خاصی انجام ش��ود. نتایج به​دس��ت​آمده برای گروه آزمایش مورد نظر می​

باش��د و بدیهی است که برای توس��عۀ این روش جامعۀ آماری بزرگ​تری 
مورد آزمایش قرار گیرد.
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