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خلاصه

تکنیک‌های تشخیص نوری اغلب دارای مزیت‌های بسیاری نسبت به روش‌های سنتی از‌جمله 
ســرعت، هزینه، دقت و روش‌های غیرتهاجمی هســتند و منجر به تغییر مدیریت سرطان در 
آینده می‌شــوند. حفرۀ دهان به‌طور ویژه قابل بررسی است بنابراین چنین روش‌هایی می‌توانند 
به‌عنوان ابزاری جایگزین یا در کنار روش‌های ســنتی عمل کنند. بررسی جامعی از روش‌های 
نوری در تشخیص سرطان دهان ارائه شده است. پس از معرفی اپیدمیولوژی و عوامل زمینه‌ای 
مرتبط با ســرطان در حال حاضر، روش‌های تشــخیصی و محدودیت‌های آن‌ها ارائه می‌شود. 
بررســی جامع روش‌های فلوئورسانس، طیف ســنجی جذبی مادون قرمز و رامان در تشخیص 
سرطان دهان بیان شده است. همچنین کاربرد روش‌هایی با حداقل تهاجم براساس سرم/بزاق 
نیز مورد بررسی قرار گرفته است. این بررسی با بحث دربارۀ نیازهای آینده و دامنۀ تحولات از 

نقطه‌نظر بالینی نتیجه‌گیری می‌کند.

واژه​های کلیدی: تکنولوژی های نوری، تشخیص، سرطان دهان
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مقدمه
کارسینوم سلول سنگ‌فرشی دهان )1OSCC( با رتبۀ پانزده، شایع‌ترین 
ســرطان در جهان و دهمین ســرطان در بین مردان است که حدود 2/1 
درصد کل بیماران ســرطانی در سراســر جهان را تشــکیل می‌دهد]1[. 
احتمال و میزان وقوع این بیماری در میان مردان در بخش مرکزی آســیا 
و در میــان زنان در شــرق و مرکــز اروپا بالاتر اســت. هرچند که میزان 
مرگ و میر از ســرطان دهان در چند دهۀ گذشته کاهش یافته است اما، 
هنوز هم درصد آن بالا اســت به‌طوری‌که احتمــال بقاء بیماران در مدت 
5 ســال حدود 50 درصد می‌باشــد. ضایعات دهانی با به‌صورت بالقوه‌ با 
تغییرات بدخیمی همراه هســتند]2[. از این مــوارد، متداول‌ترین رخداد 
لکوپلاکیا2 اســت که به‌صورت یک ضایعۀ متداول مخاط دهانی است که 
نمی‌تواند به‌سهولت قابل تشخیص باشد )شکل 1B(. طیف گسترده‌ای از 
نرخ تغییرات بدخیم از 0/13 درصد تا 36/43 درصد گزارش شــده است 
کــه به حضور و میزان دیســپلازیا3، موقعیت حفرۀ دهان و رشــد ضایعه 
وابســته اســت]3[. برعکس، اریتروپلاکیا4 یک ناحیۀ سرخ رنگ است که 
نمی‌توانــد از نظر پاتولوژیکی یــا بالینی به‌عنوان ضایعۀ قابل تشــخیص 
دیگر شــناخته شــود. این بیماری شــیوع کمتری دارد و توانایی بالایی 
بــرای تغییر بدخیم 14/35 درصد تا 66/76 درصد اســت]5-3[. فیبروز 
مخاطی دهان5 یک بیماری حاد اســت که مخــاط دهان و حلق را تحت 
 betel quid یا areca nutتأثیر قرار می‌دهد و عمدتاً به‌علــت جویدن
رخ می‌دهد. آهنگ این تغییرات 7/6 درصد گزارش شده است. لیکن‌پلان 
دهانی6 یک بیماری التهابی مخاط دهان است و مانند لوکاپلاکیا به‌صورت 
یک پلاک یا پچ )ناحیه( ســفید است. با این حال میزان تغییرات بدخیم 
.]6[)1C آن بســیار کمتر از لکوپلاکیا )تقریبا 1 درصد( اســت )شــکل

عوامل خطر شــامل سیگار کشیدن و مصرف الکل به‌ترتیب به‌میزان 42 
درصد و 16 درصد منجر به مرگ ناشــی از ســرطان دهان می‌شوند]7[. 
 P53 و افزایش جهش‌های DNA ســرطان‌زایی دود سیگار بر اثر آسیب
مدت‌هاست که اثبات شده است. ارتباط بین سرطان دهان با الکل به دوز 
و تعدادی از عواملی شامل اسیدآلدهید و متابولیک الکل که می‌تواند منجر 
به سرطان‌زایی شود، وابسته اســت. علاوه‌بر‌این، الکل به‌عنوان یک حلال 
 betel برای سایر مواد سرطان‌زا عمل می‌کند. عادات دهانی مانند جویدن
quid و تنباکو بی‌دود در توســعۀ سرطان دهان دخیل هستند که آن‌ها 
بیشــتر در آسیا رایج می‌باشند]10-7[. در هند 50 درصد از سرطان‌های 
دهان به‌علت جویدن تنباکو بی‌دود به‌وجود می‌آیند. درواقع، سرطان‌زایی 
1. Oral squamous cell carcinoma

2. Leukoplakia

3. dysplasia

4. erythroplakia

5. Oral submucous fibrosis

6. Oral lichen planus

مصــرف تنباکو به‌علــت تولیــد نیتروزامین‌ها رخ می‌دهــد. OSCC با 
Epstein-Barr virus و ویروس پاپیلوم انســان7 مرتبط است، هرچند 
که نقش احتمالی آن بحث برانگیز اســت. حــدود 23 درصد از OSCها 

برای ویروس پاپیلوم انسانی پرخطر 16 و 18 مثبت بودند]11و12[.

روش‌های تشخیصی-غربالگری معمول 

آزمایش‌هــای غربال‌گری یا ابزار تشــخیصی که در حــال حاضر برای 
ســرطان دهان در دســترس هســتند، شــامل معاینۀ شــفاهی دهان8، 
رنگ‌آمیزی با تولوئیدین آبی9، بیوپســی براش دهان و بیوپســی اسکالپ 

همراه با بافت‌شناسی10 می‌شوند.

معاینۀ معمول حفرۀ دهان

معاینۀ دهان با استفاده از نور معمولی)رشته‌ای( برای مدت طولانی یک 
روش غربالگری اســتاندارد برای ناهنجاری‌های دهانی محسوب می‌شود. 
از‌آنجا‌که روشی بصری است، قادر به تشخیص آنکه ناهنجاری‌های مخاطی 
زودرس منجر به سرطان دهان می‌شــوند یا خیر، نیست. حدود 5 تا 15 
درصد از جمعیت عمومی دارای ناهنجاری‌های مخاطی دهان هســتند و 
بیشــتر این ضایعات به‌طور طبیعی خوش‌خیم هستند. علاوه بر این، تنها 
درصد کمی از لکوپلاکیا پیشــرفته یا بدخیم هســتند و معاینۀ شــفاهی 
دهان نمی‌تواند بین این‌ها و نمونه‌های غیرپیشــرفتۀ آن‌ها تبعیضی قائل 
شود. بنابراین این روش معاینه ممکن است در تشخیص برخی از ضایعات 
دهانی مفید باشــد اما، توانایی آن در شناســایی همــۀ ضایعات زودرس 
یا جراحات بیولوژیکی که احتمالاً منجر به ســرطان می‌شــوند، مشکوک 

است]13[.

رنگ‌آمیزی با مادۀ تولوئیدین آبی

تولوئیدین آبی بیش از 40 سال به‌عنوان کمک به تشخیص ناهنجاری‌های 
مخاط دهانۀ رحم و حفرۀ دهان مورد اســتفاده است. تولوئیدین آبی یک 
رنگدانۀ اســیدوفیلیک متاکروماتیک11 است که عمدتاً به بافت‌های تحت 
تقسیم سلولی سریع )التهاب، احیاءکننده و بافت نئوپلاستیکی( متصل و 
منجر به رنگ‌آمیزی بافت غیرطبیعی می‌شود. به‌طور کلی به‌نظر می‌رسد 
که تولوئیدین آبی در تشــخیص کارسینوم مفید باشد اما، تنها حدود 50 
درصد از ضایعات با دیسپلازیا مثبت است. به‌علاوه این روش اکثر شرایط 
خوش‌خیــم معمولی ماننــد زخم‌های عمومی را رنــگ می‌کند. از جمله 
محدودیت‌های قابل قبول این تکنیک شــامل میزان زیادی از رنگ مثبت 

کاذب و خصوصیات کم در رنگ‌آمیزی دیسپلازیا هستند]14و15[.

7. human papillomavirus

8. conventional oral examination

9. staining with toluidine blue

10. scalpel biopsy coupled with histology

11. Metachromatic acidophilic dye
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بیوپسی دهان

بیوپســی پرز رویۀ دهان12 یک نمونۀ بیوپسی ترنس‌اپیتلیال کامل را از 
هر ســه لایه )زایا13، میانی و سطحی( استخراج می‌کند. از‌آنجایی‌که بافت 
بیوپســی تنها فرم غیرمعمول سلولی را تشــخیص می‌دهد، نتایج مثبت 
باید با یک بیوپســی14 برای تشخیص اسکالپل هم تأیید شود. از‌این‌‌رو این 
تکنیک به‌دلیل افزودن زمان و هزینه به تشــخیص ضایعات دهانی بدون 
مزایای اضافه برای بیماران، مورد انتقاد قرار گرفته اســت. به‌طور کلی این 
یک روش شناسایی سرطان‌های دهانی ناخواسته است که طی یک معاینۀ 

بصری در مراحل اولیه و درمانی قابل بررسی است]16[.

بافت‌شناسی

درحال‌حاضر بافت‌شناسی یک استاندارد طلایی برای تشخیص سرطان 
به‌حساب می‌آید که شامل انجام بیوپسی جهت به‌دست آمدن نمونۀ بافت 
برای رنگ‌آمیزی و بررســی میکروسکوپی توســط یک پاتولوژیک است. 
با‌این‌حال، تهیۀ نمونۀ بافت یا بیوپسی ذاتاً روش تهاجمی است و منجر به 
بروز خطر و عوارضی در محل آناتومیکی می‌شود. اشتباهات نمونه‌برداری 
در جمع‌آوری یا تفسیر بیوپســی‌ها به‌دلیل اختلاف بین ناظران می‌تواند 
قابل توجه باشد. پس از حذف شدن، بافت می‌تواند تغییرات بیوشیمیایی 
که منجر به مصنوعات ‌شود را داشته باشد. در بسیاری از بیماری‌ها، بافت 
به‌صورت یکنواخت درگیر نیســت و به‌میزان زیادی منجر به اشــتباهات 
نمونه‌برداری می‌شود. به‌خصوص در سرطان‌های دهانی، بعضی از ضایعات 
اولیه در شرایط خوش‌خیم به‌طور بالینی قابل تشخیص نیستند. علاوه‌بر‌این 
از‌نظر بافت‌شناســی، شناسایی تغییرات دقیق در ضایعات پیش‌سرطانی یا 
در مخاط طبیعی که این‌ها نشــانگر تبدیل اولیۀ نئوپلاســتیک هستند، 

درونی است و می‌تواند منجر به اختلاف بین ناظران شود]16و17[.

12. Oral brush biopsy

13. Basal

14. Scalpel biopsy

بنابراین قابل‌تصور اســت که پیشــگیری اولیه از ابتلا به بیماری شامل 
فعالیت‌هایــی برای کاهش یا حذف اســتفاده از تنباکو و الکل می‌شــود. 
پیشــگیری ثانویه شــامل فعالیت‌هایی اســت که هدف آن‌ها شناسایی 
بیمــاری در مراحــل اولیه اســت و منجر به پیش‌آگاهــی بهتر و کاهش 
بیماری می‌شــود. روش‌های کنونی تشخیص ســرطان‌های دهانی عمدتاً 
براســاس مشــاهده‌های بصری ناهنجاری‌ها در بافت یا موفولوژی سلولی 
هســتند. بنابراین از‌نظر حساســیت و خاصیت به‌ویــژه در مراحل اولیه، 
محدود می‌شوند. در بخش بعد، یک بحث عمومی در مورد عملکرد شیوۀ 
طیف‌ســنجی نوری به‌عنوان یک ابزار تشــخیصی جایگزین/جانبی برای 

سرطان دهان ارائه شده است]17[.

روش‌هایی با حداقل تهاجم در تشخیص سرطان دهان

مایع‌های بیولوژیک مانند خون، ادرار، لنفاوی و بزاق می‌توانند اطلاعات 
قابل‌توجهی در مورد ســامت انســان ارائه دهند و به‌طور گسترده برای 
تشخیص بالینی انواع بیماری‌ها مانند سرطان‌های دهان مورد بررسی قرار 
گیرنــد. جاذبۀ این نمونه به‌خاطر این حقیقت اســت که از آن‌ها می‌توان 
برای غربالگری توده به‌دلیل ســهولت در جمــع‌آوری، انتقال و هزینۀ کم 
استفاده کرد. مطالعات انجام‌شده بر‌روی خواص فیزیک و شیمیایی بزاق با 
استفاده از بازجذب لیزری بهبودیافتۀ سطح15 و یونیزاسیون زمان پرواز16 
همراه با طیف‌ســنجی جرمی و کروماتوگرافی مایع بــا کارآیی بالا برای 
شناسایی نشانگرهای آنزیمی و پروتئومیک مرتبط با سرطان دهان است. 
تکنیک‌های دیگر مانند فلوئورسانس القای لیزری17 همراه با کروماتوگرافی 
مایع با کارآیی بالا و الکتروفورز مویرگی همراه با طیف‌سنجی جرمی برای 
متابولیت‌های بزاقی مشــخص در بیماران مبتلا به ســرطان دهان مورد 

استفاده قرار گرفته است]15[.

15. surface-enhanced laser desorption

16. ionization time of flight

17. laser-induced fluorescence

شکل1: نمونۀ بالینی A) سرطان زبان، B) لوکوپلاکیا و C) لیکن‌پلان
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VELscope

VEL scope یــک ابزار غربالگری نوری بیماری‌های دهان اســت که 
بسیار برای استفاده توسط متخصصان دهان، دارای دقت و کاربری آسانی 
می‌باشد]18[. این ابزار دستی که از سال 2006 تأیید FDA را اخذ نموده 
اســت، به روش اتوفلورســانس با تاباندن نور آبی با طول‌موج 400-460 
نانومتر می‌تواند موکوس دهانی را تصویر کند و برای تشخیص و اندازه‌گیری 
ضایعات دارای رنگدانۀ ذاتی فلورســانس‌کننده مناســب می‌باشــد]18[.

تکنیک طیف‌سنجی نوری در تشخیص سرطان دهان

طیف‌ســنجی، مطالعــۀ وابســتگی فرکانس ناشــی‌از برهمکنش تابش 
الکترومغناطیــس )نــور( با ماده اســت. به‌طورکلی، نــور ازطریق جذب، 
انتشــار، پراکندگی و بازتاب با ماده اندرکنــش می‌کند. در هرمورد طیف 
کسب‌شــده اطلاعاتــی را در مورد ســاختار و محتوای شــیمیایی نمونه 
می‌دهد. اندازه‌گیری نوری اطلاعات کمّی را براســاس اثر طیفی از عناصر 
بیوشیمیایی نمونه ارائه می‌دهد که این اطلاعات جهت رسیدن به تشخیص 
دیداری همزمان و به‌ســرعت آنالیز می‌شــوند. تشخیص به‌جای تغییرات 
میکروســکوپی یا عینی در مورفولوژی بافت یا ســلول، براساس تغییرات 
بیوشــیمیایی مبتنی‌بر پاتولوژی است. دستگاه‌هایی که این اندازه‌گیری‌ها 
را به‌دلیل پیشرفت در محاسبات، تکنولوژی نوری، فیبر نوری و نیمه‌رسانا 
انجام می‌دهند، ارزان‌تر، قوی و قابل حمل هســتند. رویکردهای مبتنی‌بر 
طیف‌سنجی فلوئرسانس18، طیف‌سنجی جذبی تبدیل فوریۀ مادون قرمز19 
و طیف‌ســنجی پراکندگی رامان20 توانایی بالقوه‌ای برای بهبود تشخیص 

سرطان‌های دهان نشان می‌دهند]15[.

در بخــش بعد، بیان مختصری از ایــن تکنیک‌ها و کاربردهای آن‌ها در 
تشخیص سرطان دهان ارائه شده است. شکل 2 نشان‌دهندۀ تصویری کلی 

از شیوۀ طیف‌سنجی نوری است

18. Fluorescence spectroscopy

19. Fourier-transform infrared absorption spectroscopy

20. Raman scattering spectroscopies

مطابق با شــکل3 منبــع نور از طریــق پروب یا میکروســکوپ )برای 
کاربردهای in vivo or ex vivo/in vitro( به نمونه می‌رســد. پس از 
تحریک با یک منبع مناسب، مولکول‌ها یا می‌توانند به یک حالت برانگیخته 
بروند و نور را به‌صورت فلوئورســانس )لامپ فرابنفش/مرئی( بازنشر کنند 
یــا نور را برای تولید ارتعاشــات درون مولکول )لامپ مادون قرمز( جذب 
کنند یا توســط برهم‌کنش با مدهای ارتعاشی مولکول در سلول‌ها نور را 
به‌صورت رامان پراکنده کنند ‌)لیزر مادون قرمز یا مرئی(. نور پراکنده‌شده/
انتشار یافته/عبوری سپس توســط میکروسکوپ یا پروب جمع‌آوری و به 
آشکارساز منتقل می‌شود. سپس اپراتور می‌تواند نتایج طیفی را آنالیز کند 
و با استفاده از طبقه‌بندی مناسب با بررسی خروجی می‌توان در تشخیص 
 in vivo،ex سرطان نظر دهد. این تکنیک را می‌توان با توجه به کاربردهای
vivo )بافت‌شناســی یا ســیتولوژی( یا in vitro تغییــر داد]15و19[.

طیف‌سنجی فلوئورسانس

وقتی‌که یک مولکــول در طول‌موج برانگیختگی تابش می‌کند، به‌حالت 
پایه در طول‌موجی که جذب داشته است می‌رسد. همچنین با جذب انرژی 
از تراز پایه به تراز برانگیخته منتقل می‌شــود. مولکول می‌تواند به‌آرامی از 
تراز برانگیخته به تراز پایه با گســیل نــور در طول‌موج‌های خاص منتقل 
شــود. در ناحیۀ فرابنفش/مرئی/مادون قرمز طیف الکترومغناطیس)تقریباً 
1000-200 نانومتــر(، انتشــار نور به‌صــورت فلوئورســانس )یا گاهی 
فسفرســانس( رخ می‌دهد]20[. طیف انتشــار فلوئورسانس نشان‌دهندۀ 
شدت فلوئورسانس اندازه‌گیری‌شده اســت که در محدودۀ طول‌موج‌های 
انتشــار، در یک طول‌موج برانگیخته ثابت می‌شــود و می‌تواند اطلاعات 
مربــوط به ویژگی‌های مولکولی فلوروفورها را فراهم کند)شــکل4(]23-
20[ در اواخر دهۀ 1970، تشــخیص ســرطان براساس اتوفلوئورسانس21 
)همچنین به‌نام فلوئورسانس طبیعی، ذاتی یا درونی( از فلوروفورها به‌طور 

21. Autofluorescence

VELscope شکل2: سیستم نوری تشخیصی

شکل3: ساختمان و عملکرد معمول تکنیک طیف‌سنجی نوری برای اهداف تشخیصی
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طبیعــی مانند کلاژن، الاســتین، کراتین و NADH 22 آغاز شــد]24[. 
حضور بیماری می‌تواند منجر به تغییراتی در غلظت خون، اندازۀ هســته، 
محتوای کلاژن یا ضخامت اپیتلیال شود که می‌تواند غلظت و ویژگی‌های 
فلوروفورها را تغییر دهد. در ســرطان‌های دهانی نشــان داده شده است 
که لایۀ اپیتلیال به‌میزان زیادی فلورســنت لایۀ کلاژن را می‌پوشــاند و 
منجر به کاهش شدت فلوئورسانس در سرطان‌ها می‌شود. در یک مطالعۀ 
ex-vivo از کیســه باکال همستر به‌عنوان مدلی تجربی، برای شناسایی 
نشــانگرهای طیفی مرتبط با مراحل مختلف سرطان دهان استفاده شد. 
با مقایسۀ طیف فلوئورسانس بیوپســی‌ همستر و انسان و خطوط سلولی 
ســرطان دهان پیشنهاد کردند که تغییرات در فلوئورسانس ریبوفلاوین23 
و پورفیرین24 می‌تواند به‌عنوان یک نشــانگر طیفی برای شرایط طبیعی و 
سرطانی مورد استفاده قرار گیرد. همچنین نشان داده شد که بیوپسی‌های 
طبیعی و سرطانی انسان می‌تواند براساس پروفایل طیفی اتوفلوئورسانس 
خود متمایز شوند. مطالعۀ ex vivo دیگر امکان‌سنجی کمّی پاسخ طیفی 

درجات مختلف بدخیمی را پیگیری کرد]25-28[. 

در اولین مطالعۀ in vivo با اســتفاده از طیف‌ســنجی اتوفلوئورسانس 
تفاوت بین مخاط تومور و ســالم براساس باند انتشــار پورفیرین گزارش 
شــد. این تفاوت‌ها به میکرو ارگانیســم‌های زنده روی ســطوح نکروز یا 
زخمی مربوط می‌شــود و در روش‌های in vivo برای پیگیری پیشرفت 
ســرطان دهان در مدل‌های حیوانی مورد بررســی قرار گرفته اســت. در 
ادامه، اتوفلوئورســانس in vivo از مخاط دهان 8 داوطلب ســالم و 15 
بیمار با ضایعات بدخیم و خفیف ثبت شــد. شــدت در ناحیۀ طیفی آبی 
کاهش یافت و افزایش فلوئورسانس پورفیرین در ناحیۀ قرمز مشاهده شد. 
براســاس نسبت بین این‌ها، حساســیت 82 درصد و ویژگی 100 درصد 
گزارش شــد. مطالعات مختلف دیگر، شــواهد بیشــتری را در پشتیبانی 
از طیف‌ســنجی فلوئورســانس in vivo برای تشــخیص سرطان دهان 
به‌صورت غیرتهاجمی فراهم می‌کند. مطالعات اخیر نیز نشــان دادند که 
طیف‌سنجی اتوفلوئورسانس می‌تواند برای شناسایی اختلالات حفرۀ دهان 
در اثر عادت‌های طولانی‌مدت تنباکو استفاده شود. یافته‌های آن‌ها نشان 
داد که ســطوح پایین کلاژن و افزایش نسبت فلاوین آدنین‌دی‌نوکلئوتید 
به NADH می‌تواند به‌عنوان نشــانگر پیش‌آگهی برای خطر ســرطان 
دهان اســتفاده شود. با‌این‌حال، بافت حاوی تعدادی فلوئوروفور طبیعی با 
ویژگی‌های طیفی گسترده و دارای همپوشانی است. به‌این دلیل تشخیص 
آن‌ها ضعیف اســت و ویژگی طیف‌سنجی فلوئورسانس را برای کاربردهای 

تشخیصی کاهش می‌دهند]28-31[. 

22. Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)

23. Niboflavin

24. Porphyrin

طیف‌سنجی جذبی تبدیل فوریه مادون قرمز 

طیف‌ســنجی ارتعاشــی زیرمجموعه‌ای از طیف‌سنجی است که موجب 
آنالیز ارتعاشــات درون یک مولکول )یا ماده( می‌شود. ارتعاشات، مشخصۀ 
ســاختار مولکولی هســتند و در مولکول‌های چندگانه "اثر انگشــت"25 
طیفی را ایجاد می‌کنند]33-31[. بنابراین طیف انرژی‌های ارتعاشــی یا 
فرکانس‌ها )به‌عنوان عدد موج cm-1 بیان می‌شود( می‌تواند برای توصیف 
ســاختار مولکولی یا تغییرات آن ناشی از عوامل محیطی یا خارجی مورد 
اســتفاده قرار گیرد. انرژی‌های ارتعاشــی در محدودۀ مادون قرمز میانه 
طیف الکترومغناطیس قرار دارند و معمولاً از طریق طیف‌ســنجی جذبی 
مادون قرمز مورد بررسی قرار می‌گیرند. ارتعاشات با انرژی یا فرکانس بالا 
 O-H و N-H ،C-H مشــخصه‌ای از نور و مرز گروه‌های ســبک مانند
هســتند. در‌حالی‌که فرکانس‌های پایین با گروه‌های سنگین یا ارتعاشات 

جمعی ماکرومولکول‌ها ارتباط دارند )شکل5(]34[.

25. fingerprint

شکل4: مقایسۀ طیف معمول فلوئورسانس)ریبوفلاوین( و طیف معمول رامان بافت)هر دو 
نرمالیزه هستند( در مقیاس انرژی

شکل5: مقایسۀ طیف جذبی مادون قرمز و طیف رامان نمونه‌های بافت انسان.
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درحال‌حاضر طیف‌ســنجی مادون قرمز یک روش معمول برای توصیف 
مواد اســت و در زمینۀ پزشــکی قانونی، علم محیط‌زیست و داروشناسی 
کاربرد فراوانی دارد. برای اولین بار، کاربرد نمونه‌های بافت برای تشخیص 
)ســرطان( در اوایل دهۀ 1920 گزارش شــد و از آن زمان تاکنون دامنۀ 

آسیب‌شناسی‌ها مورد بررسی قرار گرفته است.

Wu و همکاران نشــان دادند که براســاس محتوای لیپید و پروتئین، 
بافت‌های دهانی ســالم و دارای تومور می‌توانند متمایز باشند. در مطالعۀ 
دیگری از 10 بافت زیرلثه‌ای ســالم26 و 15 بافت OSCC نشــان دادند 
که طیف‌های ســالم به‌میــزان زیادی تحت تأثیر کلاژن قــرار می‌گیرند. 
آن‌ها همچنین پیشــنهاد کردند که طیف‌ها تحــت تأثیر کراتین موجود 
در ســلول‌های اکتودرمی قــرار می‌گیرند. مطالع‌ۀ دیگری با اســتفاده از 
طیف‌سنجی تبدیل فوریه مادون قرمز برای شناخت سرطان‌زایی دهان در 
مدل‌های حیوانی گزارش شده است. روش‌های تصویربرداری طیف‌سنجی 
تبدیل فوریۀ مادون قرمز برای آنالیز گونه‌های مختلف سرطان دهان مورد 
بررســی قرار گرفته است. مطالعه‌ای برای ارزیابی تغییرات در بیوشیمی و 
تناقض ضعیف میکروطیف‌سنجی مادون قرمز کارسینوم سلول سنگفرشی 
دهانــی/ اوروفارنکس27 نشــان می‌دهد کــه DNA و کراتین می‌توانند 
نشانگرهای طیفی برای تمایز و تفکیک بین بیوپسی‌های کارسینوم سلول 
سنگفرشی و ســالم فراهم کنند. همچنین با تولید نقشه‌های مادون قرمز 
سه‌بعدی نشان دادند که حالت‌های تکثیر یا کاهش تومورهای سر و گردن 
قابل شناسایی هستند. به‌منظور آنالیز اتوماتیک با توان بالا نشان داده شد 
که تصاویر طیف‌سنجی تبدیل فوریۀ مادون قرمز با کیفیت خوبی می‌تواند 
از بخش‌های میکروآرایۀ بافت ثابت‌شده در فرمالین و پارافین28 که اطلاعات 
ســطح مولکولی را به‌عنوان پایه‌ای برای تشخیص ارائه می‌دهند، به‌دست 
آید. در مقایسه با فلوئورسانس، طیف‌سنجی تبدیل فوریۀ مادون قرمز یک 
اثر انگشت دقیق از محتوای بیوشیمیایی نمونه فراهم می‌آورد. با‌این‌وجود، 
 ex اگرچه طیف‌ســنجی تبدیل فوریۀ مادون قرمز بــرای آنالیز بافت‌های
 in انســان استفاده می‌شــود، اما کاربرد این روش برای تشخیص vivo
vivo به‌دلیل عمق نفوذ کم و این واقعیت که آب در محدودۀ مادون قرمز 
یک جاذب قوی به‌شــمار می‌رود، محدود اســت. فیبرهای نوری معمولی 
 in در ناحیۀ مادون قرمز شــفافیت محدودی دارند و بنابراین در مطالعات
vivo نســبت به کاربردهای فیبر نوری رامان یا فلوئورسانس کمتر مورد 
استفاده هستند. تحولات جدید مبتنی‌بر عناصر بازتاب کلی تضعیف‌شده29 

در اجرای برنامه‌های in vivo کمک کنند]34-39[. 

26. normal sub-gingival tissues (NSTs)

27. oropharyngeal

28. formalin-fixed paraffin-embedded

29. Attenuated total reflection (ATR)

طیف‌سنجی رامان

طیف‌سنجی رامان یک روش مکمل برای طیف‌سنجی تبدیل فوریۀ مادون 
قرمز اســت و منشأ آن در کشف اثر رامان در سال 1928 توسط سی وی 
 رامان است که منجر به دریافت جایزۀ نوبل در سال1930 شد ]40-42[.

مشــابه طیف‌سنجی مادون قرمز، رامان جفت‌شــدگی تابش برخوردی با 
ارتعاشــات مولکولی را شامل می‌شــود و طیف حاصل از آن به‌طور مشابه 
مشــخصۀ مواد اســت. با‌این‌وجود، در‌حالی‌که طیف‌ســنجی مادون قرمز 
شامل جذب تابش می‌شود، طیف‌سنجی رامان یک روش پراکندگی است 
به‌طوری‌که تابــش برخوردی با قطبش مولکول مرتعش جفت می‌شــود 
و موجــب تولید یا حذف یک ارتعاش می‌شــود. به‌این ترتیب ارتعاشــات 
باندهای قطبی نامتقارن در طیف مادون قرمز قوی است در‌حالی‌که رامان 
منحصراً به‌عنوان یک پروب از گروه‌های متقارن و غیرقطبی مناسب است. 
ارتعاشــات O-H آب در طیف مادون قرمز بسیار قوی اما، در طیف رامان 
 in vivo بســیار ضعیف است. رامان روشی مناســب‌تر برای کاربردهای
اســت )مطابق شــکل3(. یکی دیگر از تفاوت فیزیکی این تکنیک‌ها این 
اســت که در‌حالی‌که مانیتورهای مادون قرمز، جذب تابش مادون قرمز را 
می‌دهــد اما، پراکندگی رامان می‌تواند در ناحیۀ طیفی فرابنفش، مرئی یا 
مادون قرمز نزدیک استفاده شــود]43[. بنابراین پراکندگی رامان به‌طور 
ذاتی بیشترین رزولوشن فضایی را برای نقشه‌برداری یا تعیین پروفایل در 
یک روش میکروســکوپی کانفوکال ارائه می‌دهد و محدودیت رزولوشــن 
فضایی توسط طول‌موج تعیین می‌شود )کمتر از 1 میکرومتر برای رامان، 
حدود 10-5 میکرومتر برای مادون قرمز(. کاربرد طیف‌سنجی رامان برای 
بیومولکول‌ها در ابتدا در ســال‌ 1960 نشان داده شد و کاربرد آن در سال 
1970 برای زیســت پزشکی مورد بررســی قرار گرفت. انجام مطالعات بر 
تمام ســلول‌ها، بافت‌ها و به‌صورت in vivo بر گســترۀ آسیب‌شناسی‌ها 
نشــان‌دهندۀ توانایی کاربردهای تشخیصی است. کاربردهای طیف‌سنجی 
رامان در تشخیص سرطان دهان با تجزیه و تحلیل بافت سالم و دیسپلازیا 
در یک مدل موش اغاز گردید]43[. دیســپلازیا در سقف دهان با استفاده 
از کاربرد موضعی کارسینوژن nitroquinoline 1-oxide-4 القاء شد 
و حساســیت و ویژگی 100 درصد مشاهده شــد. این تحقیق سپس در 
مطالعۀ دیگری از بیوپســی‌های ســرطان دهان دنبال شد]44[. در سال 
2004، مطالعــه‌ ای نشــان داد که قابلیت تثبیــت در فرمالین بافت‌های 
دهانی برای آسیب‌شناســی نوری، نشــانگر اختلاف معنی‌داری در ناحیۀ 
اپیتلیال نمونه‌های ســالم و بدخیم ناشــی از ترکیــب پروتئین، تغییرات 
ساختاری و امکان افزایش در مقدار پروتئین در اپتلیال بدخیم است]45[. 
در سال 2006 اثربخشی روش‌های طیف‌سنجی رامان در تشخیص شرایط 
سالم، سرطانی، پیش‌ســرطانی و التهابی را نشان دادند. ویژگی‌های غنی 
لیپید در شرایط سالم و ویژگی‌های پروتئینی برجسته در تومورها و سایر 
شرایط پاتولوژیک مشاهده شد]46[. دسته‌بندی بین گروه‌های مختلف با 
استفاده از روش‌های آماری چندمتغیره حساسیت و ویژگی 100 درصد را 
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تولید می‌کند. نقشه‌برداری رامان از بخش‌های بافت بیشتر توسط تغییرات 
بیوشــیمیایی درون لایه‌های اپیتلیال مختلف که همراه با شروع بیماری 
اســت، بیان می‌شــود]47[. مطالعه‌ای هم نشــان داد که کارسینوم‌های 
دهانی از انواع مختلف پاتولوژی می‌توانند براساس شدت نسبی گروه‌های 
 in مرتبط با لیپیدها و پروتئین‌ها متفاوت باشــند]48[. در طیف‌ســنجی
vivo رامان با اســتفاده از پروب‌های فیبر نوری برای شناسایی تغییرات 
مشــخصۀ منطقه در حفرۀ دهان گزارش شده است، آن‌ها نشان دادند که 
بخش‌های دهانی متفاوت براساس سطح کراتینیزاسیون می‌توانند متفاوت 
باشند]49[. پروفایل‌های مختلف طیف‌سنجی رامان از نواحی حفرۀ دهان 
)لب درونی، لثه30، کف، زبان پشــتی، نرم‌کام، ســخت‌کام، مخاط باکال( 
نیز در مطالعه‌ای مشــابه مشخص گردید]50و51[. برای ارزیابی تغییرات 
بینابینی آناتومیک، مماس بین بیوشیمیایی‌های مرجع)هیروکسی آپاتیت، 
کراتین، کلاژن، DNA، اســید اولیک( و آنالیــز تفکیک حداقل مربعات 
جزئی مورد اســتفاده قرار گرفت. یافته‌ها نشــان می‌دهد که ویژگی‌های 
مورفولوژیکی و بافت‌شناسی بخش‌های مختلف تأثیر قابل توجهی بر طیف 
رامان in vivo دارد و بخش‌های مختلف را می‌تواند با حساسیت و ویژگی 
85 درصد طبقه‌بندی کرد. طیف in vivo را می‌توان در زمان‌بندی‌های 
بالینــی قابل اجرا به‌دســت آورد و امکان طبقه‌بندی شــرایط طبیعی و 
پاتولوژیک را نشــان دادند. این موضوع توســط مطالعــۀ دیگری از اثرات 
میدان سرطان ناشی از دخانیات در مخاط سرطان پیگیری شد]15و51[. 

خلاصه و چشم‌انداز
اگرچه حفره دهان با هدف بررسی به‌راحتی قابل دسترس است، اما اغلب 
بیماران با ســرطان دهان در مرحلۀ پیشــرفتۀ بیماری زمانی که موفقیت 
در درمان حداقل است، مراجعه می‌کنند و این امر منجر به افزایش مرگ 
و میر می‌شــود. تشــخیص زودهنگام بهترین راه بــرای اطمینان از بقای 
بیمار و کیفیت زندگی آن اســت. استاندارد طلایی کنونی برای تشخیص 
بالینی ضایعات دهان، بیوپسی و تأیید هیستوپاتولوژیک است. این فرآیند 
تهاجمی، وقت‌گیر و مستعد اشــتباه ناشی از مشاهده‌گر است. یک روش 
جایگزین تشــخیصی وجود دارد که می‌تواند تشخیص غیرتهاجمی حفرۀ 

دهان را در افرادای با ضایعات دهانی مشکوک تضمین کند.

در حال حاضر روش‌هایی که براساس طیف‌سنجی نوری هستند، به‌خوبی 
شناســایی شــده‌اند و می‌توانند نقش مهمی را در این راســتا ایفا کنند. 
اندازه‌گیری‌های طیف‌سنجی بیوشیمیایی بافت با حساسیت و ویژگی بهبود 
تغییرات موضعی توســط تصویربرداری، نشا‌ن‌دهندۀ اندازه‌گیری وضعیت 
نرمال یا بیمارگونه در شرایط غیرقابل دسترس است و می‌تواند حساسیت 
بالایی برای تشــخیص زودهنگام بیوشیمیایی نســبت به ناهنجاری‌ها و 
مورفولوژی فراهم کند. از جمله تکنیک‌های طیفی بیان‌شده، فلوئورسانس 

30. attached gingiva

شــاید از نظر تکنولوژی بیشتر قابل دسترس باشــد، زیرا برمبنای آنالیز 
نوری است که بعد از روشنایی توسط یک لامپ فرابنفش منتشر می‌شود. 
نور منتشر‌شــده در ناحیۀ مرئی اســت و از ایــن رو پروب‌ها می‌توانند از 
فیبرهــای نوری ارزان بــا درجۀ پایین یا فضای آزاد اســتفاده کنند. این 
تکنیــک تنها بخش کوچکی از بیومولکلول‌های درونی که فلوئورســانس 
هستند را تشخیص می‌دهد و بر شناسایی نشانگرهای خاص پاتولوژی در 
میان آن‌ها متکی اســت. از ســوی دیگر طیف‌سنجی تبدیل فوریه مادون 
قرمز یک اثرانگشت بدون برچســب کامل از محتوای بیوشیمیایی بافت، 
ســلول یا مایعات بیولوژیکی را فراهم می‌کند و این امر می‌تواند به میزان 
بیشــتری تغییرات خاص پاتولوژیک را بررســی کند. با‌این‌حال، آب یک 
جاذب بســیار قوی در طیف‌ســنجی تبدیل فوریۀ مادون قرمز اســت و 
بنابراین عملکرد تشــخیصی in vivo برای آن ممکن است محدود باشد. 
طیف‌ســنجی رامان یک اثر انگشت بدون برچسب و کامل از نمونه فراهم 
می‌کند و همچنین دارای مزیت کارکردن در ناحیۀ مرئی را دارد. آب یک 
پراکنندۀ رامان ضعیف است و بنابراین این تکنیک بیشتر برای غربالگری 
 ex vivo بیمار یا ســیتولوژی یا بافت‌شناســی طیفی in vivo معمول
مناسب اســت. بنابراین دارای ویژگی و حساسیت بالایی است و می‌تواند 
یک هدف آزمایشــی کمی بدون برچســب در زمینۀ گسترش و پیشرفت 
زودهنگام بیماری براســاس محتوای بیومولکولی نمونۀ بیمار انجام شود.

ضخامت متغیــر و درجۀ کراتینیزاســیون در بخش‌های مختلف درون 
حفرۀ دهان می‌تواند تأثیر تشــخیص توســط روش‌های نوری، مخصوصاً 
برای ضایعــات اولیه را تحت تأثیر قرار دهد. این موضوع توســط جامعۀ 
زیست‌پزشــکی بســیار مورد توجه قرار گرفته اســت. مطالعات مختلف 
توانایی روش‌های طیف‌سنجی در شناسایی تغییرات آناتومیکی را به‌خوبی 
نشــان داده‌اند و این به‌دلیل سطوح مختلف کراتینیزاسیون موجود است. 
این مطالعات شــواهدی در حمایت از تفاوت‌های ذاتی بین موقعیت‌های 
متفاوت فراهم می‌آورند و پیشنهاد می‌کنند که هر بخش به‌صورت مستقل 
درمان شــود. برای مثال، مدل‌های طیفی که توسط طیف‌هایی از سرطان 
مخاطی باکال گســترش یافته نمی‌توانند برای شناســایی ناهنجاری‌های 
موجود در زبان یا کام اســتفاده شوند. بسیاری از مطالعات اخیر تحت این 
دســتورالعمل که تومورهای هر بخش به‌طور جداگانه درمان شود، انجام 
می‌شــوند. همان‌طور‌که تمام تکنیک‌های نوری دارای حساســیت بالایی 
هســتند اما، توســط پدیدۀ جذب و پراکندگی محدود می‌شوند. آزمایش 
در مــادون قرمز نزدیک می‌تواند حساســیت عمقــی پروب‌های رامان را 
بهینه کند و روش‌های جدیدی مانند طیف‌سنجی فضایی رامان و افزایش 
عمــق نفوذ چند میلی‌متری را برای ضایعات عمیق‌تر نشــا‌ن دهد. چنین 
پیشرفت‌های تکنولوژی به‌طور بالقوه رامان را قبل از این موضوع به‌عنوان 

نامزدی برای کاربردهای تشخیص نوری in vivo قرار می‌دهد. 

در ســال‌های آینده، آزمایش‌های بالینی گســترده برای به‌دست آوردن 
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اطلاعات بخش خاص مورد نیاز برای ایجاد اندازۀ مناســب و مجموعه‌های 
آزمون برای آنالیز و گســترش الگوریتمی قوی مورد نیاز است. مدل‌های 
استاندارد برای هر‌یک از بخش‌های خاص در حفرۀ دهان باید قبل از آنکه 
برای استفادۀ روزمره بررسی شود، دقیق مورد آزمایش قرار بگیرد. پیشرفت 
تکنولوژی در زمینۀ پروب‌های فیبر نوری و کوچک‌ســازی ابزارها است و 
همچنین برای تشــخیص زمان واقعی و معمول مورد نیاز اســت. حذف 
مؤثر ســیگنال زمینه، بهینه‌سازی نور جمع‌آوری‌شده و ترکیب فیلترهای 
تداخلی کوچک‌شــده در پروب‌های فیبر نوری بخشی از مواردی هستند 
که بســیار مورد توجه قرار می‌گیرند. بهبود بیشتر در الگوریتم‌های آنالیز 
داده نیازمند گسترش ســریع، هدفمند و کاربرپسند از نقطه‌نظر استفادۀ 
معمول بالینی هستند که در آن یک پزشک یا یک تکنسین می‌تواند طیف 
به‌دست آمدۀ مخالف با همۀ نمونه‌های موجود برای تشخیص یک مورد را 
آنالیز کند. ســازگاری روش‌های طیف‌سنجی نوری برای تشخیص بالینی 
معمول، تعداد معاینه‌های بالینی و اضطراب بیماران را با به حداقل رساندن 
زمان انتظار برای تشخیص هیستوپاتوژیکی کاهش می‌دهد. این تکنولوژی 
برای بیماران خطری ایجاد نمی‌کند و بنابراین می‌تواند به‌عنوان یک روش 
مکمل یا جایگزین ایمن برای روش‌های تشــخیصی موجود استفاده شود
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