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خلاصه

مقدم�ه: بنزن از هیدروکربن​های آلی فرار می​باش��د که مواجهه با آن خطرات جدی را برای 
سلامت انسان به​دنبال دارد. در این مطالعه اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان بر سمیت 

سلولی ناشی از بنزن بر سلول​های فیبروبلاست پوست انسان بررسی شد.

روش بررس�ی: سلول​های فیبروبلاست پوست انس��ان )رده Hu02( در معرض غلظت​های 
مختل��ف بنزن )100µg/mL-0(، قرار گرفت و به​مدت 2 س��اعت در انکوباتور نگهداری ش��د. 
س��پس اث��ر تابش لیزر کم​ت��وان با طول​م��وج 660 نانومتر با انرژی J/cm2 3 بر بقای س��لول​
،1 J/cm2 1ه��ای در معرض بنزن و همچنین اث��ر تابش میزان انرژی​های متفاوت لیزر کم​توان
J/cm2 ،2 J/cm2 3 و J/cm2 6 بر س��لول​های در معرض غلظت​های )0,10,20µg/mL( از 

بنزن با استفاده از تست MTT و میکروسکوپ اینورت نوری بررسی شد.

 )10 µg/mL( یافته‌ها: اثر لیزر کم​توان بر بقای س��لول​های در معرض غلظت​های پایین​تراز
از بنزن مثبت و در جهت حفظ بقاء سلولی ولی در غلظت​های بالاتر از )µg/mL 10(، با کاهش 
بقاء سلولی همراه است. اثر میزان انرژی​های متفاوت در غلظت​های )µg/mL 10و0( در جهت 
حفظ بقاء س��لولی اس��ت ولی در غلظت )µg/mL 20( با افزایش میزان دوز انرژی کاهش بقاء 

سلولی مشاهده شد.

نتیجه‌گیری: لیزر کم​توان در غلظت​های پایین بنزن، سمیت سلولی ناشی از بنزن را کاهش 
و بقای سلولی را حفظ می​کند. در غلظت​های بالا و در حضور لیزر کم​توان، بقای سلولی نسبت 
به حالت عدم حضور لیزر روند کاهش��ی دارد. با افزایش میزان دوز انرژی تابش در غلظت​ بالا، 
روند کاهشی بقای سلولی مشاهده می​شود. نتایج بررسی مورفولوژی با استفاده از میکروسکوپ 

اینورت نوری، یافته​های حاصل از MTT را تأیید می​کند.

واژه‌های كليدی: آلاینده های نفتی، بنزن، لیزر کم​توان درمانی)LLLT(، سلول فیبروبلاست 
انسانی، بقاء سلولی 
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مقدمه
رش��د فن​آوری و صنعت، کشف و کاربرد ده​ها هزار نوع ترکیب با خواص 
فیزیکی، ش��یمیایی مختلف، موجب آلودگی هوای ش��هرها و محیط​های 
کاری گردیده است. همچنین تراکم وسایل نقلیۀ موتوری و استقرار صنایع 
در ش��هرها و پیرامون آن​ها محیط ش��هری را با مشکلات زیست​محیطی 
مواجه نموده است که در رأس آن، وضعیت نامطلوب و بیمارگونۀ کیفیت 
هوا است. روند رو​به​افزایش آلودگی هوا به​ویژه در کشورهای در​حال توسعه 
به​طور جدی س�المت انسان​ها را تهدید می​کند. یکی از مهم​ترین خطرات 
این فرآیند که از هر س��ه جنبۀ بهداش��ت، ایمنی و محیط زیس��ت حائز 
اهمیت اس��ت، نشر هیدروکربن​های آلی در هوا است. از انواع هیدروکربن​
ها دستۀ آروماتیک از عوامل آلاینده و خطرناک محیط زیست به​شمار می​
روند که عمدتاً بر اثر س��وخت ناقص فس��یلی تولید می​شوند[1و2]. بنزن 
کوچک​ترین و پایدارترین هیدروکربن آروماتیک)ش��کل1( و یک مایع بی​
رن��گ متمایل ب��ه رنگ زرد با بوی نافذ اس��ت. وزن مولکولی بنزن 78/1، 
نقط��ۀ ج��وش آن 80/1oC، نقطۀ ذوب آن 5/5oC و چگالی نس��بی بخار 
آن g/L 2/7 می​باش��د. بنزن به مقدار کمی در حدود g/L 1/79 در آب با 
دمای 25درجۀ س��انتی​گراد  قابل حل اس��ت]5-3[. بنزن به​طور گسترده 
در صنعت تولید پلیمرها، رزین و الیاف مصنوعی اس��تفاده می​شود و یکی 
از ترکیبات اصلی تنباکو و سیگار می​باشد]6[. قرار​گرفتن به​مدت طولانی 
و بیش از حد در معرض بنزن، باعث آسیب در خون​سازی بدن می-شود. 
مشخص شده  است که مواجهه با سطح بالایی از بنزن با ایجاد و پیشرفت 
س��رطان خون در ارتباط اس��ت. آزمایش​های حیوانی نیز نشان​دهندۀ این 
مطلب اس��ت که قرارگیری بیش از حد در معرض بنزن خطر ناباروری یا 

باروری پرخطر را به​دنبال دارد]7[.

دس��تگاه​های لیزر سیستم​هایی هس��تند که باریکه​های نوری منسجم، 
تک​رنگ و با ش��دت بالا تولید می​کنند. امروزه، کاربرد لیزرها به دو دلیل 
عمده بس��یار گسترده شده است: 1- لیزرها به​عنوان منبع نوری )فوتونی( 
به​ش��دت متمرکز و تکفام معروف هس��تند و 2- طبیعت همدوسی بالای 
لیزر باعث کاربردهای قابل توجه آن​ها می​باشد]8[. در میان فن​آوری​های 
1توس��عه​یافته، درمان با لیزر کم​توان روش نس��بتاً جدیدی می​باش��د. لیزر
کم​توان در س��طح س��لولی عمل می​کند و نتایج آن ش��امل کاهش درد، 

کاهش التهاب و بهبود بخشیدن به ترمیم بافت است]9[.

لیزر کم​توان درمان��ی دارای توان کمتر از 250 میلی​وات بوده و معمولاً 
طی��ف باریکی از مح��دودۀ قرمز یا نزدیک به م��ادون قرمز )600-1100 
نانومت��ر(، ب��ا چگالی توان )تابش( کمت��ر از )mW/cm2 100( و چگالی 
ان��رژی بی��ن )J/cm2 50-0/04( دارد]10[. مکانیس��م س��لولی لیزر کم​
توان با ج��ذب نور قرمز و مادون قرمز به​وس��یلۀ کروموفور یا گیرنده​های 
 ،)ROS( ن��وری موجود در میتوکن��دری، تولید گونه​های فعال اکس��یژن
1نیتریک اکس��ید )NO( و در​نهایت افزایش ATP و فعال شدن آنزیم​های

آنتی​اکس��یدان نظیر کاتالاز، پراکسیداز و .. همراه می​باشد]11[. مطالعات 
نش��ان داده اس��ت که س��یتوکروم سی​اکس��یداز یک کروموفور اصلی در 
1پاس��خ به نور لیزر کم​توان است]12[. جذب فوتون​ها به​وسیله سیتوکروم
سی​اکس��یداز منجر​ب��ه برانگیختگ��ی الکترون��ی کروموفور می​ش��ود و در​
نتیجه واکنش انتقال الکترون تس��ریع می​یابد. انتقال الکترون لزوماً باعث 
افزایش تولید ATP می​ش��ود. بنابراین فعال​شدن فوتون​ها به​وسیلۀ آنزیم 
سیتوکروم سی​اکسیداز، نقش حیاتی در فعال شدن آبشارهای بیولوژیکی 
متنوع پس از تابش لیزر ایفا می​کند]13و14[. یکی دیگر از مکانیسم​های 
اثر لیزر، اثر مهاری NO می​باش��د بدین​صورت که NO به میزان زیادی 
توس��ط فرآیند التهابی در میتوکن��دری ایجاد می​گردد و به س��یتوکروم 
1سی​اکس��یداز متصل و مانع از اتصال اکس��یژن به سیتوکروم سی​اکسیداز
می​ش��ود که این فرآیند به​ویژه در ش��رایط استرس��ی و یا در مواردی​که 
سلول در شرایط هیپوکس��یک وجود دارد، بسیار مهم می​باشد و می​تواند 
به کاهش فعالیت سیتوکروم سی​اکسیداز منجر گردد. مشخص شده است 
که تابش لیزر کم​توان می​تواند عمل مهار سیتوکروم سی​اکسیداز به​وسیلۀ 
NO را وارون��ه کند، به این صورت که NO را به​وس��یلۀ برهمکنش​های 
نوری از محل​های اتصال آن جدا می​کند. اتصال NO به س��یتوکروم سی​
اکسیداز نس��بت به پیوندهای کووالانس��ی ضعیف​تر می​باشد این جدایی 
ممکن اس��ت به​وس��یلۀ ن��ور مرئی یا م��ادون قرمز که ان��رژی کافی برای 
شکس��تن پیوندهای کووالانسی را دارا نمی​باش��ند، انجام پذیرد. در​نتیجه 
جدایی NO از س��یتوکروم سی​اکسیداز تنفس س��لولی و ATP افزایش 
می​یاب��د]14[. درنتیجه لیزر کم​توان باعث افزایش متابولیس��م س��لولی، 
س��یگنالینگ س��لولی، تنظیم رش��د و نمو سلولی، س��نتز پروتئین، اسید 
نوکلئیک و فعال​س��ازی آنزیم​ها می​ش��ود. نقش لی��زر کم​توان در افزایش 
تولید ATP محدود نمی​ش��ود، بلکه از راه​های دیگر مانند تکثیر سلولی، 
مهاجرت س��لولی، تولید فاکتور رشد، تولید س��ایتوکین​ها و از​طریق فعال​

کردن فاکتور رونویسی هم تأثیر​گذار است]12و15-17[.

مطالعات نشان​داده​است که گونه​های فعال اکسیژن )ROS( ویران​کننده 
می​باش��د و می​توانند به آنزیم​ها، لیپیدهای غشایی و اسیدهای نوکلوئیک 
 ADP آس��یب برس��انند. در ش��رایطی که میتوکندری​ها )به​دلیل کمبود
ی��ا O2( تولی��د ATP نکنند )به همین دلی��ل دارای یک نیروی حرکتی 
پروتونی بزرگ هس��تند(و همچنین نس��بت بالای +NADH/NAD در 

ماتریکس وجود داشته باشد.

  ROS میتوکندری در ش��رایط استرس اکسیداتیو قرار می​گیرد و تولید
 ROS افزای��ش می​یابد]18[. مکانیس��م​های دفاعی در برابر آس��یب​های
بس��یار مهم هستند و باعث کاهش آس��یب​های ثانویه در عدم تعادل بین 
تولی��د ROS و فعالی��ت آنزیم​های آنتی​اکس��یدان از​جمله سوپراکس��ید 
دیس��موتاز، گلوتاتیون پراکس��یداز، کاتالاز و هم​اکسیژناز می​شوند. بیشتر 
مطالعات نش��ان می​دهد که لیزر کم​توان اثرات مفیدی بر س��طح استرس 
اکسیداتیو دارد که به عمل خود لیزر و عوامل آنتی​اکسیدان بستگی دارد.    
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لیزر​درمان��ی با ایجاد تعادل بین تولید ROS و آنزیم​های آنتی​اکس��یدان 
عمل می​کند و با کاهش تولید عوامل اس��ترس اکس��یداتیو و افزایش بیان 
ژن آنزیم​های آنتی​اکس��یدان از سلول در برابر عوامل اکسیداتیو محافظت 

می​کند]19[.

در مطالعۀ حاضر، اث��ر انرژی​های مختلف تابش لیزرکم​توان با طول​موج 
660 نانومتر بر پتانس��یل سمیت س��لولی بنزن بر سلول​های فیبروبلاست 

انسانی در تاریکی و در معرض تابش لیزر مورد بررسی قرار گرفت.

روش بررسي
كشت سلول

سلول​های فیبروبلاست پوس��ت انسانی ردۀ Hu02 از مرکز ملی ذخایر 
ژنتیکی ایران تهيه شدند.

س��لول​ها در محیط DMEM به​همراه 10 درصد س��رم جنين گاوی، 
پنی​س��یلین 100 واحد بر میلی​لیتر و استرپتومایسین 100 میکروگرم بر 
میلی​لیتر و در شرایط 37 درجۀ سانتی​گراد، CO2 5 درصد و رطوبت 95 

درصد کشت داده شدند.

بررسي سمیت تاريکي بنزن

برای بررس��ی س��میت س��لولی بنزن بر س��لول​ها در غیاب نور)سمیت 
تاریکی( در هرچاه كاز پليت​هایك  شت سلولي 96 خانه​ای، 100 میکرو 
لیتر از سوسپانس��یون سلولی حاوی 104×1 س��لول فیببروبلاست کشت 
داده ش��د و پلیت​ها در انكوباتور) 37 درجۀ سانتی​گراد و CO2 5 درصد( 
قرار گرفتند.24 س��اعت بعد از کشت، س��لول​ها در تاریکی با غلظت​های 
متفاوتی از بنزن شامل 0، 10، 25 ، 50 و 100 میگروگرم بر میلی​لیتر به​
مدت دو ساعت انکوبه شدند. میزان مرگ و میر سلولی با استفاده از تست   

رنگ​سنجی MTT بررسی شد.

بررسي سمیت  بنزن در حضور انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​
توان )سمیت نوری(

جهت بررس��ی اثر لیزر بر س��میت سلولی ایجاد​ش��ده توسط بنزن، ابتدا 
سوسپانسیون سلولی تهیه​ش��ده از سلول​های فیبروبلاست حاوی 104×1 
س��لول درچاهک​های پلیت 96 تایی کشت داده شدند. 24 ساعت پس از 

شکل1: ساختار مولکولی بنزن

کشت، سلول​ها با مقادیر مشخصی از بنزن شامل 0، 10، 25 ، 50 و 100 
میگرو​گرم بر میلی​لیتر از بنزن به​مدت دو ساعت انکوبه شدند. پس از طی 
  LX2 شدن زمان مورد نظر، سلول​ها در معرض تابش لیزر )دستگاه لیزر
 J/cm2 با طول​موج 660 نانومتر به​مدث 90 ثانیه با انرژی تابشی )Thor
3 قرار گرفتند. بعد از گذش��ت 24 ساعت، مرگ و میر سلول​ها با استفاده 
از روش MTT بررسی و درصد توان زیستی باقیماندۀ سلول​ها در مقایسه 
با کنترل منفی تعیین شد. گروه کنترل منفی به​عنوان سلول​های فقط در 

معرض تابش لیزر کم​توان تعریف شدند.

در غلظت​ه��ای 0، 10 و 20 میکروگرم ب��ر میلی​لیتر بنزن، زمان تابش 
 ،30s )1J/cm2( ،لیزر در بازه​های زمانی متفاوت و با انرژی مختلف تابش
)2J/cm2( 60s و )180s )6J/cm2 انجام ش��د. هر آزمایش حداقل سه​

بار تکرار گردید.

MTT بررسی توان زیستی سلول​ها به​روش

در این مطالعه به​منظور بررس��ی توان زیس��تی س��لول​ها از روش رنگ​
سنجی MTT استفاده ش��د. در روش MTT، آنزیم​های دهیدروژناز در 
س��لول​های زنده  با فعالیت آنزیمی خود منجر​به تبدیل​ش��دن MTT به 
رنگ فورمازان می​ش��وند. بنابراین میزان فورمازان تولید​ش��ده متناسب با 

تعداد سلول​های زنده خواهد بود. 

برای انجام تست MTT جهت بررسی سمیت تاریکی و نوری بنزن، بعد 
از طی​ش��دن زمان انکوباسیون به​مدت دو س��اعت با بنزن و لیزر کم​توان، 
محیط کش��ت رویی دور ریخته شد و سلول​ها دو​بار با بافر فسفات سالین 
)PBS( شستش��و داده شدند. سپس به هر چاهک 0/5 میلی​گرم بر میلی​
لیتر MTT اضافه ش��د و پلیت​ها در انکوباتور برای مدت 4 س��اعت قرار 
گرفتند. پس از طی​ش��دن زمان مورد نظر چاهک​ها تخیله ش��دند و به هر​
کدام 100 میکرولیتر از محلول دی​متيل سولفاكس��ايد )DMSO( اضافه 
ش��د. DMSO به​عنوان ح�اّلل بلور​های فورمازان عم��ل می​کند و باعث 
ایجاد رنگ بنفش با ش��دت​های مختلف بسته​به زنده بودن یا مردن سلول 

می​شود.

جذب نوری س��لول​ها در هر چاهک جهت بررس��ی درصد توان زیستی 
سلول​ها به​وسیلۀ دستگاه الایزا​ریدر در طول​موج 570 نانومتر در​مقایسه با 
جذب نوری گروه کنترل منفی )س��لول​های بدون بنزن( مورد بررسی قرار 
گرفت. داده​های به​دست​آمده تحلیل گردیدند و برروی نمودار آورده​شدند.

بررسی مورفولوژی با میکروسکوپ اینورت نوری

به​منظور بررس��ی مورفولوژی س��لول​های فیبروبلاست انسانی در​معرض 
بنزن و تابش لیزر کم​توان، سلول​ها با غلظت​های متفاوت از بنزن )0، 10و 
100 میکروگرم بر میلی​لیتر ( به​مدت دو ساعت انکوبه شدند. پس از طی​
1ش��دن زمان مورد نظر، س��لول​ها درمعرض تابش لیزر کم​توان با طول​موج
660 نانومتر با انرژی تابش��ی J/cm2 3 قرار گرفتند س��پس س��لول​ها با 
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میکروسکوپ اینورت نوری  و بزرگ​نمایی 40X مورد مطالعه قرار گرفتند.

یافته​ها
اثر سمیت تاريکي بنزن بر توان زيستي سلول​های فیبروبلاست 

انسانی

نتايج آزمایش مربوط به بررس��ی اثر بنزن بر س��لول​های فیبروبلاس��ت 
انس��انی در غیاب نور نش��ان داد که با افزایش غلظت بنزن بقاء سلول​های 
فیبروبلاس��ت انس��انی در یک رفتار وابس��ته به غلظت کاهش می​یابد. به​
طوری​ک��ه در غلظت​ه��ای 10، 25، 50 و100 میگرو​گ��رم بر میلی​لیتر از 
بنزن درصد بقاء س��لول​ها به​ترتی��ب 80، 60، 55 و 52 درصد کاهش می​

یابد )شکل1(.

اثر س�میت بنزن به​همراه لیزر کم​توان )س�میت ن�وری( بر توان 
زيستي سلول​ها

نتايج آزمایش مربوط به بررس��ی اثر بنزن بر س��لول​های فیبروبلاس��ت 
1انس��انی در حضور تاب��ش لیزر کم​توان با طول​م��وج 660 نانومتر با انرژی
J/cm2 3  نشان داد که اثر لیزر کم​توان در غلظت​ 10میکروگرم بر میلی​

لیتر مثبت بوده و به​عبارتی بقاء سلولی را حفظ کرده است. در غلظت​های 
بالاتر)25 ، 50 و100میکروگرم بر میلی​لیتر( کاهش میزان بقاء سلولی )به​
ترتیب به​میزان 55، 53 و 12/5 درصد( نسبت به آزمون تاریکی )کنترل( 

مشاهده شد)شکل 2(.

اث�ر انرژی​ه�ای مختلف تابش لیزر بر توان زيس�تي س�لول​های 
فیبروبلاست انسانی درمعرض بنزن

در​ادام��ۀ مطالعات، اثر انرژی​های مختلف تاب��ش لیزر در غلظت​های 0، 
10 و20 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن بر سلول​های فیبروبلاست انسانی 
بررسی ش��د. همان​طور​که در شکل 4 نشان داده شده است، در غلظت 0 
میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن، انرژی​های مختلف بر روی بقاء  سلول​های 
 ،)6 J/cm2( فیبروبلاس��ت انس��انی اثری ندارد و فقط در دوز انرژی بالاتر

تغییر نامحسوسی دیده می​شود.

آزمایش مشابهی  با غلظت 10 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن انجام شد. 
نتایج نش��ان داد که با افزایش میزان انرژی لیزر کم-توان در غلظت پایین 
)10 میکروگرم بر میلی​لیتر(، اثری بر مرگ و میر س��لولی نسبت به حالت 
کنترل )تاریکی( مشاهده نشد، در انرژی​های 1، 2 وJ/cm2 3  میزان بقاء 
سلولی نس��بت​به حالت کنترل)تاریکی( افزایش داشت که این افزایش در 
انرژی بالاتر )J/cm2 6(، نس��بت به انرژی​های دیگر کمتر بوده است اما، 

نسبت​به حالت کنترل )تاریکی( کمی افزایش داشته است )شکل5(.

همان​طور​که در شکل 6 نشان داده شده است، در غلظت 20 میکروگرم 
ب��ر میلی​لیتر از بنزن در عدم حضور لیزر کم​توان کاهش بقای س��لولی به​

ش�کل2: اثر غلظت​های مختلف بنزن بر س�لول​های فیبروبلاس�ت انس�انی بعد از 2 ساعت 
انکوباسیون سلول​ها با بنزن در تاریکی

ش�کل3: اثر غلظت​های مختلف بنزن بر س�لول​های فیبروبلاست انس�انی بعد از 2 ساعت 
 3 J/cm2 انکوباسیون سلول​ها با بنزن و تابش لیزر کم​توان با طول​موج 660 نانومتر و انرژی

میزان 64 درصد مشاهده می​گردد. این کاهش بقاء در حضور انرژی تابش 
لی��زر J/cm2 1، به مق��دار کمی تا 69 درصد نس��بت​به آزمایش تاریکی 
افزایش یافت. در انرژی تابش J/cm2 2، میزان بقاء س��لولی بدون تغییر 
و در انرژی تابش J/cm2 3، کاهش بقاء س��لولی به 51 درصد و در انرژی 
تابش J/cm2 6، کاهش بقاء س��لولی به​میزان 48 درصد مش��اهده ش��د. 
نتایج نشان داد که تابش لیزر کم​توان در انرژی​های بالاتر منجر​به کاهش 
بقاء سلول​ها و در انرژی​های کمتر، از مرگ و میر سلول​ها نسبت​به حالت 

کنترل جلوگیری نموده است.

با​توجه به نتایج به​دست​آمده  به​منظور مشاهدۀ اثر لیزر کم​توان بر سمیت 
1سلولی ناشی از بنزن بر مورفولوژی سلول​های فیبروبلاست انسانی، سلول​ها
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ش�کل4: اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان بر بقای س�لول​های فیبروبلاست پوست 
انس�انی در​معرض غلظ�ت 0 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن به​مدت 2 س�اعت در تاریکی و 

 6  J/cm2 3 و J/cm2 ،2 J/cm2 ،1 J/cm2 تابش لیزر کم​توان با انرژی​های

ش�کل5: اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان بر بقای س�لول​های فیبروبلاست پوست 
انس�انی در​معرض غلظ�ت 10 میکروگرم بر میلی​لیت�ر از بنزن به​مدت 2 س�اعت در محیط 

 6 J/cm2 3 و J/cm2 ،2 J/cm2 ،1 J/cm2 تاریک و تابش لیزر کم​توان با  انرژی​های

ش�کل6: اثر انرژی​های مختلف تابش لیزر کم​توان بر بقای س�لول​های فیبروبلاست پوست 
انس�انی در معرض غلظ�ت 20 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن به​مدت 2 س�اعت، در محیط 

 6 J/cm2 3 و J/cm2 ،2 J/cm2 ،1 J/cm2 تاریک و تابش لیزر کم​توان با انرژی​های

ب��ا غظت​های متفاوت از بن��زن  )0، 10و 100 میکروگ��رم بر میلی​لیتر( 
1به​م��دت دو س��اعت انکوب��ه ش��دند. پس از طی​ش��دن زمان م��ورد نظر،
1سلول​ها در​معرض تابش لیزر کم​توان با طول​موج 660 نانومتر با انرژی تابشی
J/cm2  3  قرار گرفتند. س��پس سلول​ها با میکروسکوپ اینورت نوری و 

بزرگ​نمایی X 40 مورد مطالعه قرار گرفتند. همان​طور​که در شکل 7 مشاهد 
می​شود، قسمت A وB و D به​ترتیب نشان​دهندۀ سلول​های فیبروبلاست 
انسانی در محیط تاریکی و لیزر با غلظت صفر میکروگرم بر میلی​لیتر بنزن، 
C و D به​ترتیب نش��ان​دهندۀ س��لول​های فیبروبلاست انسانی در محیط 
تاریک��ی و لیزر با غلظت 10 میکروگرم بر میلی​لیتر بنزن و E وF  نش��ان​
دهندۀ س��لول​های فیبروبلاست انسانی در محیط تاریکی و لیزر با غلظت 
1001 میکروگرم بر میلی​لیتر بنزن می​باشد )شکل 7(. همان​طور​که مشاهده

1می​شود، با افزایش غلظت بنزن )100 میکروگرم بر میلی​لیتر( از تعداد سلول​ها
کاسته می​شود و همچنین مورفولوژی سلول​ها از​حالت دوکی​شکل و گرد 

و کوچک​شده تغییر شکل می​یابد.

بحث و نتیجه​گیری 
مطالع��ات مختلف نشان​داده​اس��ت که تم��اس طولانی​مدت ب��ا بنزن و 
متابولیت​های آن منجر​به اثر​های زیان​بار در سیس��تم خون​سازی، ایجاد و 
توس��عۀ سرطان​خون در بدن می​گردد. Zhang و همکاران مکانیسم​های 
بالقوۀ سمیت بنزن را درزمینه​های نقش متابولیسم بنزن در کبد و انتقال 
به مغز اس��تخوان برای متابولیسم ثانویه، ایجاد استرس اکسیداتیو توسط 
گونه​های فعال اکسیژن توسط چرخۀ ردوکس، تغییر کروموزومی از​جمله 
جا​به​جایی، ایجاد آناپلوییدی، آس��یب به پروتئین​ه��ای توبولین، پروتئین 
هیس��تون و توپوایزومراز II و اختلال در عملکرد سیستم ایمنی بدن]20[

بررسی کردند.

همچنین ش��واهدی وجود دارد که نش��ان می​ده��د متابولیت​های بنزن 
نقش مهمی در س��میت ناش��ی​از بنزن ایفا می​کنن��د]21[. همان​طور​که 
مطالعات نش��ان​داده​ اس��ت، بنزن می​تواند س��اختار پروتئین و آنزیم​های 
مختلف را تغییر و فعالیت آن را کاهش دهد و در​نهایت بر عملکرد س��لول 
تأثی��ر بگذارد. بنزن می​تواند دیوارۀ س��لولی را تخریب کند و باعث از بین 
رفتن س��لول ش��ود. قرار گرفتن در​معرض بنزن در س��طح مولکولی باعث 
تغییر بیان ژن در س��لول​های خون]22[، آناپلوئیدی در س��لول​های خون​
س��از]23[ و باعث آسیب کروموزوم در سلول​های پیش​ساز میلوئیدی می​
شود]24[. بسیاری از اثرات مخرب بنزن منجربه اختلال در کاهش ایمنی 

و در​نهایت بدخیمی​های خونی می​گردد]25[.

برخی از پژوهش��گران در مطالعات جداگانه​ای اثر لیزرکم​توان را بر آنزیم 
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ش�کل7: مورفولوژی سلول​های فیبروبلاس�ت پوست انس�ان ردۀ Hu02 در​معرض غلظت 
0 میکروگ�رم ب�ر میلی​لیت�ر از بنزن درتاریک�ی)A( با تاب�ش لیزر کم​ت�وان)B( ، غلظت10 
میکروگ�رم بر میلی​لیت�ر از بنزن در تاریک�ی)C( ، با تابش لیزر کم​ت�وان)D(، غلظت 00 1 

)F(و با تابش لیزر کم​توان  )E(میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن در تاریکی

سیتوکروم سی​اکسیداز بررس��ی نمودند و نتیجه گرفتند که لیزر منجر​به 
افزایش اکسیداسیون س��یتوکروم سی​اکسیداز و انتقال الکترون می​گردد. 
ج��ذب فوتون در مولکول منجربه ایجاد حالت تحریک​ش��ده در س��لول و 
1تسریع واکنش​های انتقال الکترون و در​نهایت افزایش تولید ATP می​شود
1که منجر​ب��ه افزای��ش فعالیت پمپ​ه��ای پروتونی از​جمل��ه +Na+/H و

+Ca2+/Na می​گردد]26و27[.

Karu و همکاران در س��ال 2005 نش��ان دادند که NO در مکانیس��م 
پاسخ سلولی به لیزرکم​توان در ناحیۀ قرمز نقش دارد. سلول​های سرطانی 
Hela پ��س از 30 دقیقه تابش با لیزر در طول​م��وج 600 تا 860 نانومتر 
و یک لیزر دیود با طول​موج 820 نانومتر ش��مارش شدند. نیتریک​اکسید 
NO، سدیم​نیتروپروس��اید SNP، تری​گلیسیریل GTN و سدیم​نیتریت 
NaNO2، به محیط س��لول​ها قب��ل یا بعد از تابش اضافه ش��دند. تیمار 

1س��لول​ها ب��ا SNP قبل​از تابش به​ط��ور قابل توجهی ویژگی س��لول​های
متصل​ش��ده را تغییر می​ده��د. ظاهراً این عمل از طری��ق اتصال NO به 
س��یتوکروم سی​اکس��یداز انجام می​ش��ود]28[. همانگونه​که اش��اره شد، 
ش��واهد بس��یاری در رابطه با تأیید اثرگذاری لیزر کم​توان بر مس��یرهای 
میتوکندریایی وجود دارد. نقش میتوکندری به عنوان تأمین​کنندۀ اساسی 
انرژی س��لول از اهمیت بالایی برخوردار اس��ت و فیزیولوژی ترمیم بدون 
مش��ارکت فعال این جزء س��لولی ناممکن خواهد بود. به همین دلیل اثر 
تابش لیزر بر اجزاء زنجیرۀ تنفسی در میتوکندری در بسیاری از مطالعات 
مورد توجه بوده اس��ت. در مطالعۀ حاضر نشان​داده​شد که افزایش غلظت 
بنزن می​تواند تأثیرات مش��خصی بر کاهش بقاء س��لول​های فیبروبلاست 
انس��انی بگذارد که یافته​های به​دست​آمده از مطالعۀ ما  با نتایج مطالعات 
قبلی مطابقت دارد. Gaido و همکاران نش��ان دادند که با افزایش غلظت 
متابولیت​های بنزن درصد تش��کیل کلونی سلول​هاکاهش معنی​داری پیدا 
می​کند در​صورتی​که غلظت​های پایی��ن متابولیت​های بنزن تأثیر کمتری 
بر تش��کیل کلونی سلول​های بافت بنیادی داشت]29[. در این مطالعه اثر 
J/ س��میت بنزن در​حضور لیزر کم​توان ب��ا طول​موج 660 نانومتر با انرژی
cm2 3 مطالعه ش��د. در غظت پایین بن��زن )10 میکروگرم بر میلی​لیتر( 

اثر لیزر کم​توان در​جهت حفظ بقاء س��لولی)حدود 100 درصد بقاء سلولی 
در​حضور لیزر کم​توان( در برابر سمیت ایجاد​شده توسط بنزن )80 درصد 
بقاء سلولی در تاریکی( می​باشد. مطالعات متعدد نشان می​دهد که لیزر کم​
توان اثرهای مفیدی بر کاهش اس��ترس اکسیداتیو سلول دارد که به عمل 
خود لیزر و همچنین عوامل آنتی​اکس��یدان بس��تگی دارد. لیزر کم​توان با 
ایجاد تعادل بین تولید ROS و آنزیم​های آنتی​اکسیدان عمل می​کند. به 
این ترتیب که با کاهش تولید عوامل استرس اکسیداتیو و افزایش بیان ژن 
آنزیم​های آنتی​اکس��یدان به​عنوان مثال آنزیم​های گلوتاتیون، سوپراکسید 
دیس��موتاز و کاتالاز از سلول در برابر عوامل اکسیداتیو محافظت می​کند. 
برخی پژوهش��گران اظهار داشته​اند که لیزر کم​توان از سلول​های حیوانی 
به​واس��طۀ مهار فعالیت NADPH اکس��یداز در برابر استرس اکسیداتیو 
محافظ��ت می​کن��د]19و30[. بنابراین یافته​های حاص��ل​از این مطالعه با 

بررسی​های قبلی در ارتباط با اثر​های مثبت لیزر کم​توان مطابقت دارد.

مطالعات ما نش��ان داد که در غلظت​ه��ای بالاتر از بنزن، اثر لیزرکم​توان 
در جهت کاهش بقاء س��لولی است. به​طوری​که در غلظت 100 میکروگرم 
بر میلی​لیتر از بنزن بقای س��لولی به 12/5 درصد نس��بت​به گروه کنترل 
)تاریکی( با بقای س��لولی 52 درصد کاهش پی��دا می​کند. بنابراین تابش 
لیزر اثر تخریبی بنزن را افزایش می​دهد و میزان س��میت بنزن موجود در 

سلول با تولید گونه​های فعال اکسیژن بیشتر، افزایش می​یابد.

در مطالع��ۀ حاضر، اثر انرژی​های متفاوت تابش لیزر بر بقاء س��لول​های 
فیبروبلاست انسانی در​معرض بنزن بررسی شد. در غلظت صفر میکرو​گرم 
1بر میلی​لیتر از بنزن انرژی​های مختلف لیزر کم​توان اثری بر روی سلول​های
1فیبروبلاست نداشت. در غلظت 10 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن، انرژی​های
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مختلف لیزر کم​توان اثر مثبت بر سلول دارد و با قدرت رادیکال​زایی بنزن 
مقابله می​کند و نس��بت​به گروه کنترل )تاریکی( بقاء س��لولی را حفظ می​
کند. بنابراین در این غلظ��ت​، تابش لیزر کم​توان اثر​های تخریبی بنزن را 

کاهش داده است.

نتایج آزمایش مش��ابه با غلظت 20 میکروگرم بر میلی​لیتر از بنزن نشان 
1می​ده��د که ب��ا افزایش میزان وقتی تأثیرکاهش��ی لیزر  کم​ت��وان بر بقاء
سلول​های فیبروبلاست انس��انی در معرض بنزن، بیشتر می​شود. بنابراین 
در این غلظت لیزر کم​توان اثر​های  سمیت بنزن و قدرت رادیکال​زایی آن 

را افزایش می​دهد.

Hawkins و هم��کاران مطالعه​ای در مورد اثر لیزر کم​توان با طول​موج 
 ،2/5 ،5 ،10 ،16 J/cm2( 632/8 نانومت��ر در دوز​های مختلف انرژی لیزر
0/5( به​م��دت 2 روز متوالی بر​روی فیبروبلاس��ت نرمال و زخمی پوس��ت 
انسان انجام دادند. نتایج آن​ها نشان داد که  مورفولوژی سلول​های زخمی 
که در​معرض تابش انرژیJ/cm2 5 قرار گرفتند، به حاشیۀ زخم مهاجرت 
کردن��د و تکثیر س��لولی بدون افزایش میزان آس��یب س��لولی و مولکولی 
افزایش یافت. در​حالی​ک��ه در دوزهای بالاتر J/cm2 16-10، کاهش بقاء 
س��لولی، تکثیر س��لولی، آسیب به DNA و غشاء س��لولی دیده شد. این 
بررسی نشان داد که دوز J/cm2 5، با تحریک فعالیت میتوکندری منجر​
1به بهبود عملکرد س��لول، تحریک تکثیر س��لولی و مهاجرت فیبروبلاست
می​شود و در​نهایت به بسته شدن زخم کمک می​کند]31[. بنابراین تابش 
لیزر کم​توان بسته​به دوز انرژی موردمصرف می​تواند فرآیندهای سلولی را 

به شیوه​های مختلف تحت​تأثیر قرار دهد.

مشاهدات مورفولوژی سلول​های تیمار​شده با بنزن به​همراه لیزر کم​توان 
در غلظت​های مختلف بنزن یافته​های به​دست​آمده از مطالعۀ​ توان زیستی 
س��لولی را تأییدکرد. میزان مرگ​ومیر سلولی در سلول​هایی که در​معرض 
1غلظت​های بالای بنزن و تابش لیزر کم​توان قرار گرفتند، نسبت​به سلول​هایی
که در​معرض بنزن و در تاریکی  بودند، بیشتر بود. میزان مرگ​ومیر سلولی 
در س��لول​هایی با غلظت پایین و تابش لیزر کم​توان نس��بت​به سلول​های 
قرار​گرفت��ه در تاریکی )کنترل(، کمت��ر و اثر مثبت لیزر کم​توان در جهت 
حفظ بقاء و مورفولوژی س��لول​های فیبروبلاس��ت انس��انی در غلظت​های 

پایین بنزن مشاهده​شد.
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