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خلاصه

مقدمه: در ســال‌های اخیر، مطالعات انجام‌شده در زمینۀ ســلول‌های بنیادی باعث افزایش 
تقاضای درمان بیماری‌های مختلف با اســتفاده از روش ســلول‌درمانی شــده اســت. بهبود 
زنده‌مانایی ســلول‌های بنیادی باعث بهبود روش‌های سلول‌درمانی می‌شود. امروزه، از لیزرهای 
کم‌توان برای کاربردهای بسیاری در پزشکی از جمله ترمیم زخم و همچنین درمان ریزش مو 
اســتفاده می‌شود. در این مطالعه اثر تابش نور لیزر کم‌توان بر زنده‌مانایی سلول‌ها مورد بررسی 

قرار داده شد.

روش بررسی: فولیکول مو از ناحیۀ سبیل موش صحرایی با استفاده از روش برداشت اسلیت 
جداســازي شد و در آزمایشگاه پس از جداسازي سلول‌ها از طریق هضم آنزیمی و مکانیکی در 
فلاسک کشت در داخل محیط کشت FBS+ F12-DMEM کشت داده شدند. پس از رشد 
سلول‌هاي بنیادي فولیکول مو، بیان نشانگرهاي سلول‌هاي بنیادي با استفاده از فلوسایتومتري 
مورد بررسی قرار گرفت. میزان فعالیت حیاتی ســــلول‌ها تحت تابش دوز‌های مختلف لیزر با 

استفاده از آزمون MTT سنجیده شد و با میکروسکوپ نوری عکس گرفته شد.

یافته‌ها: نتایج تیمار ســــلول‌های بنیادی فولیکــول مو با دوز‌های مختلف نور لیزر کم‌توان 
نشــان داد که نور لیزر کم‌توان در دوز‌هــای مختلف، اثرات مختلفی بر‌روی ســــلول‌ها دارد 

به‌طوری‌که در دوز 5 ژول بر سانتی‌متر مربع  بالاترین زنده‌مانایی را نشان می‌دهد. 

نتیجه‌گیری:  افزایش زنده‌مانایی سلول‌های بنیادی فولیکول مو تحت تأثیر نور لیزر کم‌توان 
می‌تواند رویکرد جدیدی را  سلول درمانی با استفاده از سلول‌های بنیادی پوستی ایجاد کند. 

واژه‌های کلیدی: سلول های بنیادی، نور لیزر، زنده‌مانایی
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مینـا سادات نـادری و همـکاران           3

مقدمه
تابــش لیزرکم‌تــوان می‌تواند باعــث تحریک ســلول و افزایش تکثیر 
سلولی در برخی ســلول‌ها گردد. در برخی مطالعات جهت درمان طاسی 
آندروژنیک اثر لیزر کم‌توان مورد بررسی قرار گرفته است]1و2[. لیزرهای 
کم‌توان لیزرهایی هســتند که اثر حرارتی بر‌روی بافــت نمی‌گذارند و با 
تحریک نوری بر‌روی سلول باعث واکنش‌های نوری در بافت می‌شوند که 
به آن تحریک زیست نوری می‌گویند]1[. توان این لیزرها معمولاً زیر 250 
میلی‌وات می‌باشد. مکانیسم ســلولی تأثیر لیزر‌های کم‌توان بدین‌صورت 
اســت که به‌دنبال تابش فوتون‌هاي ليزر به ســلول، پاسخ سلولي با فعال 
شــدن گیرنده‌های نوری موجود در زنجيرۀ تنفســي واقع در ميتوکندري 
آغاز مي‌شــود و در اثر آن حالت اکسیداســیون- احیا سلولي تغيير حالت 
می‌دهد و همراه با تغييرات حالت غشــاء سلولي با جا‌به‌جایي یون کلسيم 
و تغييرات PH و فعال شــدن cAMP و رونویســی و نهایتاً بیان برخی 
پروتئين‌های دخیل در مسیرهای ســیگنالینگ سلولی مي‌شود. برخی از 
مســیرهای تنظیمی توسط حالت احیایی سلول میانجی‌گری می‌شود که 
تغییــرات در حالت احیایــی القاء‌کنندۀ فعالیت تعداد زیادی مســیرهای 
سیگنالینگ است که این پاسخ سلولی القاء‌کنندۀ تغییرات رونویسی است 
برخی از فاکتورهای رونویســی توســط تغییرات در حالت احیایی سلول 
تنظیم می‌شوند، از بین آن‌ها می‌توان به فاکتور رونویسی NF-kB اشاره 
 NF-kB کرد. لازم به ذکر اســت که لیزر کم‌توان از‌طریق تأثیر بر مسیر
می‌تواند منجر به افزایش تکثیر ســلولی گردد. مطالعات نشــان داده‌است 
که تحریک زیســت‌نوری با اســتفاده از منابع نوری لیزرهای کم‌توان در 
طول‌موج‌های قرمــز و مادون قرمز موجب افزایــش فعالیت میتوکندری 
به‌صورت افزایش ســنتز ATP، افزایش گرادیان پروتونی )DpH(، تغییر 
پتانســیل غشــای میتوکندری )DY( و افزایش میزان ROS می‌گردد. 
از طرفی تحریک زیســت نوری باعث افزایش سنتز mRNA در سلول، 
افزایش ترشح برخی از فاکتورهای رشد و سیتوکاین‌هایی که در روند ترمیم 
نقش دارند، می‌گردد]3و4[. به‌طور‌کلی بیشترین مطالعات به‌عمل‌آمده در 
لیزرهای کم‌توان در زمینۀ عملکرد سلولی و تغییرات مولکولی بوده است. 
از طرفی ســلول‌های بنیادی که در انتهای فولیکول در لامینین و نواحی 
غنی ازکلاژن 4 ماتریکس خارج ســلولی جای گرفته‌اند و برای القاء رشد 
مو ضروری هســتند. مو از دو قسمت اصلی ریشــه و ساقه تشکیل شده 
و در میان ســه لایۀ پوست قرار گرفته اســت. مو از داخل کیسه‌ای به‌نام 
فولیکول رشــد می‌کند. انتهای فولیکول‌ها در لایۀ مرکزی پوست متصل 
به مویرگ‌های خونی است. این مویرگ‌های خونی منبع مهمی برای تهیۀ 
اکسیژن و مواد مغذی برای رشد مو هستند]5[. .می‌توان گفت سلول‌های 
 )multipotent( های پرتوان stem cell بنیــادی فولیکول مو به‌عنوان
که قابلیت Stemness و القای تشکیل فولیکول مو را دارد می‌باشد]6[.

تا زمانی‌که در یک منطقه فولیکول مو وجود داشــته باشــد، ســعی بر 

آن اســت که این فولیکول‌ها تقویت شوند و رشــد نمایند به‌طوری‌که با 
تحریک و تقویت و ایجاد شرایط مناسب رشد موها شروع می‌شود. اگر در 
منطقــه‌ای به هر دلیل فولیکول مو تحلیل رفته و از بین رفته باشــد نیاز 
به کاشــت مو پیدا می‌شود. یعنی از منطقۀ دیگری که فولیکول مو وجود 
دارد، این فولیکول‌ها برداشته شود و در منطقۀ مورد نیاز کاشته شود. این 
فولیکول‌ها چون زنده هستند و نیاز به تغذیه دارند و تغذیۀ آن‌ها از‌طریق 
خون‌رســانی است پس باید تا جایی زیر پوست قرار گیرند که خون‌رسانی 
کاملًا انجام شــود] 7و8[. همان‌گونه‌که ذکر شــد تحر‌كيزيســتي ‌با‌ نور 
به‌وســيلۀ ليزرهاي كم‌توان دير‌زماني اســت كه در جوامع پزشكي مطرح 
شــده و تاكنون تأثير ليزر كم‌توان در درمان بسياري از بيماري‌ها به‌ويژه 
بيماري‌هاي مربوط به پوســت و مو مورد بررســي قرار گرفته اســت]9[. 
با‌توجــه به موارد ذکر‌شــده در مورد ســلول‌های بنیــادی فولیکول مو و 
همچنین اثرات لیزر کم‌توان اطلاعات کمی در دسترس است، لذا، در این 
مطالعه سعی بر آن است که اثر لیزر کم‌توان بر‌روی زنده‌مانایی سلول‌های 

بنیادی فولیکول مو بررسی شود.

روش بررسی
جداکردن سلول‌های بنیادی فولیکول مو

موش‌ها در ظرف اســتوانه‌ای حاوی پنبۀ آغشــته به کلروفرم قرار داده 
شــدند، بعد از بیهوش شدن موش صحرایی، ســر و صورت موش توسط 
محلول 1:1 بتادین و پراکســید به مدت 3 دقیقه شستشــو داده شــد و 
ســپس بافت لب بالای موش که حاوی سبیل بود، بریده شد به‌طوری‌که 
چند بیوپسی از بافت پشت لب که حاوی موهای سبیل بود، برداشته شد. 
نمونه‌های بیوپسی اخذ‌شده با بافر فسفات و الکل 70 درصد شستشو داده 
شــد و درفالکون حاوی محیط کشــت قرار داده شد و سپس در زیر هود 

مراحل مربوط به استخراج سلول‌های بنیادی فولیکول مو انجام گردید.

استخراج سلول‌های بنیادی

برای اســتخراج ســلول‌های بنیادی چند‌توان فولیکــول مو از دو روش 
مکانیکی و آنزیمی اســتفاده می‌شــود. به این صورت کــه ابتدا با روش 
مکانیکی، بافت هم‌بند اطراف فولیکول برداشــته شد و با اسکالپل نمونه‌ها 
به قطعات کوچک تقســیم شــد. در روش آنزیمــی، نمونه‌های حاصل از 
مرحلۀ مکانیکی در محلول آنزیمی کلاژناز و دیسپازП و در مدت‌زمان نیم 

ساعت و در دمای 37 درجۀ سانتی‌گراد انکوبه گردید.

اثبات سلول‌های بنیادی

جهت اثبات ســلول‌های بنیادی چند‌توان از مارکرهای سطحی استفاده 
 BD FACS Calibur شــد که این سنجش از‌طریق فلوســایتومتری
BD biosciences, San Jose, CA, USA انجام شد]10[. پروتکل 
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آماده‌ســازی سلول‌های مزانشــیمی جهت انجام ایمنوفنوتایپ: در مرحلۀ 
اول پس از جداســازی سلول‌ها از فلاسک، با اضافه کردن 2µl از محلول 
PBS در 1500rpm به مدت 5 دقیقه ســانتریفیوژ می‌کنیم و شستشو 
 PBS می‌دهیم. پس از شستشــو حجم نهایی رسوب سلولی را به‌وسیلۀ
به 1ml می‌رســانیم. تعداد 10 لولۀ فلوسایتومتری را انتخاب و به هرکدام 
100µl از سوسپانسیون سلولی اضافه می‌کنیم. به‌طور جداگانه به لوله‌ها 
آنتی‌بادی منوکلونال را اضافه می‌کنیم. پس از مخلوط کردن لوله‌ها آن‌ها 
را به‌مدت 30 دقیقه در دمای 4درجۀ ســانتی‌گراد انکوبه می‌کنیم. سپس 
جهــت شستشــو 500µl از محلول PBS به لوله‌هــا اضافه می‌نماییم و 
در دور 1500rpm به‌مــدت 5 دقیقه ســانتریفیوژ می‌کنیم. به رســوب 
ســلولی 250µl محلــول PBS اضافه می‌نماییم و نمونه را در دســتگاه 

فلوسایتومتری خوانش می‌کنیم.

بررسی اثر لیزر بر سلول‌های بنیادی فولیکول مو

جهت بررسی اثر لیزر کم‌توان، سلول‌های کشت‌داده‌شده در معرض نور 
لیــزر با طول‌موج 685 نانومتر با انرژی‌هــای 20J/cm²-1  و در دو بازۀ 
زمانی 24 و 48 ســاعت قرار می‌گیرند و ســپس زنده‌مانایی سلولی مورد 

بررسی قرار می‌گیرد]11-13[. 

بررسی تکثیر و توان زيستي سلول‌ها

 ‌MTT براي بررسی اثر لیزر کم‌توان بر‌روی زنده‌مانایی سلول‌ها از تست
که يک تست رنگ‌سنجي به‌شــمار مي‌آيد، استفاده خواهد شد. بر‌اساس 
اطلاعات به‌دست‌آمده از MTT می‌توان میزان تکثیر و زنده‌مانایی سلول‌ها 
را قبل و بعد از تابش نور لیزر کم‌توان بررسی کرد. به این ترتیب که بعد از 
گذشــت 48 ساعت از تابش نور لیزر کم‌توان، پلیت سلول‌ها را از انکوباتور 
 خارج می‌نماییم و یک‌دهم حجم رویی ســلول‌ها بــه هر چاهک محلول
 i(MTT) Dimethylthiazol-2yl 2-5 diphenyl tetrazolium
bromide اضافه می‌کنیم و پلیت را به‌مدت 4 ســاعت در انکوباتور قرار 
می‌دهیم. پس از ســپری شــدن 4 ســاعت، پلیت بیرون آورده‌شــد و با 
خارج کــردن محیط روئی به چاهک‌ها محلــول DMSO اضافه گردید 
تا کریســتال‌های بنفش ‌نگ فومارازون ایجاد‌شده در سلول‌هایی که زنده 
مانده‌اند، حل می‌شود و مایع رنگی یکنواختی ایجاد شود. این مایع رنگی 
را به چاهک‌های پلیت الایزا منتقل و جذب آن در طول‌موج 570 نانومتر 
با اســتفاده از دســتگاه ELISA READER با فیلتــر رفرانس 620 
خوانده شد و درصد سلول‌های زنده در هر نمونه مورد بررسی قرار گرفت.

یافته‌ها
جداسازی و استخراج سلول‌های بنیادی فولیکول موی موش صحرایی

سلول‌ها پس از جداسازی به فلاسک حاوی محیط کشت و آنتی‌بیوتیک 
منتقل و داخل انکوباتور قرار داده می‌شــوند. از روز پنجم به بعد هر ســه 

روز یک بار محیط کشــت فلاسک‌ها تعویض می‌شوند. این سلول‌ها شبیه 
فیبروبلاست در محیط آزمایشگاهی تکثیر و رشد پیدا می‌کنند.

تصاویر مربوط به ســلول‌های جدا‌شــده در زیر نشــان داده شده است: 
در روز اول و بلافاصلــه بعد از اســتخراج، ناخالصی‌هــای زیادی همراه با 
این ســلول‌ها می‌باشــد بعد از تعويض محيط کشــت و حذف سلول‌هاي 
شناور، سلول‌هاي چسبيده به کف فلاســک قابل مشاهده بودند. معمولاً 
به دنبال تعويض محيط و کاســته شدن از ميزان ناخالصي‌ها در روز اول، 
تعداد معدودي سلول با مورفولوژي فيبروبلاستي نيز در محيط کشت قابل 

مشاهده‌ می‌باشند.

بررسی بیان مارکرهای مولکولی ســلول‌های بنیادی چند‌توان 
استخراج‌شده

جهت اثبات ســلول‌های بنیادی چند‌توان از مارکرهای سطحی استفاده 
شد که این سنجش از طریق فلوسایتومتری انجام شد. با توجه به مطالعات 
مختلف در زمینۀ بررســی ســلول‌های بنیادی فولیکول مو بیو‌مارکر‌های 
مورد بررســی قرار گرفتند]14و15[. که بیومارکر‌های بیان‌شده در سطح 
سلول‌های استخراج‌شده با مطالعات پیشین مطابقت داشتند که در شکل 

زیر نشان داده شده است.

بررسی اثر لیزر بر زنده‌مانایی سلول‌های بنیادی فولیکول مو

جهت بررسی اثر لیزر کم‌توان، سلول‌های کشت‌داده‌شده در معرض نور 
لیزر با طول‌مــوج 685 نانومتر، با انرژی‌های 20J/cm²-1 قرار گرفتند و 

پس از دو بازۀ زمانی 24 و 48 ساعت مورد بررسی قرار گرفتند.

بالف

ج

هـ

د

شکل1: مراحل مختلف جداسازی سلولی 
از بافت پشت لب موش
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نمودار‌های زیر زنده‌مانایی این ســلول‌ها را در اثر نور لیزر با انرژی‌های 
مختلف و در دو بازۀ 24 و 48 ساعت نشان می‌دهد.

همان‌گونه‌که در شــکل دیده می‌شود و با توجه به محاسبات آماری در 
هر دو بازۀ زمانی 24 و 48 ســاعت میزان زنده‌مانایی در انرژی 5 ژول بر 
ســانتی‌متر مربع بیشترین مقدار است که این تفاوت انرژی در 48 ساعت 

به بیشترین مقدار خود رسیده است.

بحث و نتیجه​گیری
امروزه، کشــت و تکثیر سلول‌هاي بنيادي مشــتق از بافت‌های مختلف 
یکی از موضوعات جالب توجه در زمینۀ سلول‌درمانی و تحقیقات پزشکی 
است. این مســئله باعث گردیده است که محققان نگاه ویژه‌ای در ارتباط 
با جداســــازی، کشــت، تخلیص و به‌کارگیری این ســلول‌ها در فرآیند 
درمان بیماری‌های خاص داشته باشند. از سلول‌های بنیادی فولیکول مو 
به عنوان مدل سیســتم سلول‌های پاپیلای پوستی اولیه استفاده می‌شود. 
ســلول‌درمانی با اســتفاده از ســلول‌های بنیادی فولیکول موی پوستی 
می‌تواند رویکرد جدیدی را در زمینۀ کاشــت مو ایجــاد کند. قابل‌توجه 
اســت که سلول‌های پاپیلای پوستی، ســلول‌های بنیادی پر‌توان هستند 
که می‌توانند منجر به القای تشــکیل فولیکول مو شــوند]6[. تا‌زمانی‌که 
در یک منطقه فولیکول مو وجود داشــته باشد، ســعی بر آن است که با 
تحریک و تقویت و ایجاد شــرایط مناسب منجر به رشد موها گردد]7و8[. 
نور لیزر کم‌توان برای کاربردهای بسیاری در پزشکی از‌جمله ترمیم زخم 

و همچنین درمان ریزش مو استفاده می‌شود. 

مطالعه‌ای در ســال 2011 توســط de Villiers در‌مورد اثر نور لیزر 
با طول‌موج 639 نانو‌متر بر‌روی ســلول‌های بنیادی مشتق‌شــده از چربی 
نشــان داد که نور لیزر منجر به افزایش زنده‌مانایی و تکثیر این ســلول‌ها 
می‌شــود]16[. در مطالعۀ دیگری توســط بهاروند و همــکاران در مورد 

تأثیر نور لیزر بر‌روی ســلول‌های بنیادی جنینی انسانی انجام شد. نتیجه 
نشــان‌دهندۀ تأثیرات وابسته به دوز نور لیزر بر‌روی ویژگی‌های مرفولوژی 
و قابلیت تمایزی بود کــه داده‌های این مطالعه می‌تواند کمک مؤثری در 
مورد درمان ســلولی بعد از پیوند باشــد]17[. همچنین مطالعۀ دیگری 
در مورد تأثیرات نور لیزر کم‌توان بر تکثیر ســلول‌های بنیادی مزانشیمی 
مشــتق از بافت مغز استخوان و چربی نشــان‌دهندۀ رفتار وابسته به دوز 
هســت به‌طوری‌که رشد و تکثیر بیشتر مشاهده‌شده مربوط به انرژی‌های 
1 ژول بر سانتی‌متر مربع می‌باشد. تحریک زیست‌نوری سلول‌های بنیادی 

شکل2: مراحل استخراج سلول های بنیادی فولیکول موی موش صحرایی

شکل3: سلول‌های استخراج‌شده پس از 3 روز با مرفولوژی شبه فیبروبلاست

شکل4: سلول‌های استخراج‌شده پس از 7 روز با مرفولوژی شبه فیبروبلاست

شکل5: سلول‌های استخراج‌شده پس از پاساژ با مرفولوژی شبه فیبروبلاست
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مزانشــیمی توســط نور لیزر می‌تواند ابزاری مهم برای مهندسی بافت و 
پزشکی بازساختی باشد]18[. 

در ایــن مقاله اثر نور لیــزر کم‌توان را در دوز‌های انرژی 1 تا 20 ژول بر 
سانتی‌متر مربع بر ســلول‌های بنیادی مشتق‌شده از فولیکول موی موش 
صحرایی مورد بررســی قرار دادیم. نتایج به‌دســت‌آمده حاکی از افزایش 
زنده‌مانایی این ســلول‌ها در معرض لیزر با برخی از دوزها بود به‌طوری‌که 

شکل6 : بیان بیوماکر‌های سطحی سلول‌های بنیادی فولیکول مو

شکل7: میزان زنده‌مانایی سلول‌های بنیادی فولیکول مو تحت تابش نور لیزر با انرژی‌های 
20- 1 ژول بر سانتی‌متر مربع در بازۀ زمانی 24 ساعت

شکل8 : میزان زنده‌مانایی سلول‌های بنیادی فولیکول مو تحت تابش نور لیزر با انرژی‌های 
20- 1 ژول بر سانتی‌متر مربع در بازۀ زمانی 48 ساعت

در دوز 5 ژول بر ســانتی‌متر مربع در هر دو بازۀ زمانی 24 و 48 ســاعت 
افزایش معنی‌داری را نشــان می‌داد که این افزایــش زنده‌مانایی در بازۀ 
زمانی 48 ســاعت به بیشترین حد خود رسید که باتوجه با اثرات نور لیزر 
بر‌روی ســلول‌ها ]19[ مطابقت داشــت. نتایج این مطالعه می‌تواند گامی 

مؤثر در جهت بهبود روش‌های سلول‌درمانی محسوب شود.
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