
 

 

 
 

 

 بر تکثیر،  Photobiomodulation therapy بررسی اثربخشی

 ی فیبروبلاست در شرایط نرمال و دیابتیها سلولمهاجرت و کلونی زایی 

 

 چکیده 
 روی بر زخم مهم تاثیرات .است دیابتی پای زخم دیابت، مزمن عوارض ترین شایع از یکی :هدف و زمینه

 که درمان های روش از یکی .کند می هدایت کارآمد های درمان یافتن برای را محققان روانی، و جسمی سلامت
 .استتوان  کم لیزر است یافته توسعه اخیر یها سال در

 زخم بهبود به بخشیدن سرعت و درد درمان برای که است پزشکی روش یک( LLLT) توان کم درمانی لیزر
 از رشد فاکتورهای آزادسازی و شود می سلولی سطح در بهبود روند در تغییر باعث توان کم لیزر .شود می استفاده

 توان کم لیزر تابش اثر پژوهش این در .شود می سلولی تکثیر سبب نتیجه در دهد، می افزایش را ها فیبروبلاست
 بررسی مورد L929 رده انسان فیبروبلاست دیابتی و نرمال یها سلول زایی تکثیر، مهاجرت و کلونی روند روی بر

اپیتلیال  تواند نرخ می مناسب زمان مدت و دوز در توان کم لیزر از استفاده دهد می نشان مطالعات .گرفت قرار
 .باشد دیابتی های زخم برای راه کار درمانی نتیجه در و زایی را افزایش دهد

 جهاد سازمان سلولی کشت آزمایشگاه In vitro محیط در و ای مداخله آزمایشگاهی مطالعه :بررسی و روش
 پوست فیبروبلاست یها سلول کشت ابتدا .شد انجام 1044-1041 سال در تهران پزشکی علوم دانشگاهی

 غلظت در گرفتن قرار با شده داده کشت یها سلول از گروهی.شد انجام  DMEM کشت محیط در L929 انسان
 توان کم لیزر با دیابتی و طبیعی یها سلول تیمار از بعد .شدند دیابتی ساعت 40 مدت به گلوکز مولار میلی 11

 مهاجرت و تکثیر مانی، زنده میزان دقیقه، سه مدت به بار یک روز هر و متوالی روز سه صورت به j/cm23  دوز با
 .شد بررسی زایی کلونی آزمون و اینورت نوری میکروسکوپ ، MTT تست روش با را سلولی

 داد نشان j/cm2 3 دوز با توان کم لیزر با دیابتی و طبیعی یها سلول در شده ایجاد های زخم درمان نتایج :ها یافته
 که ییها سلول و است بوده بیشتر گرفته قرار تابش مورد یها سلول در شده ایجاد های کلنی تعداد و مانی زنده که

 .اند داشته را زخم ، مهاجرت در بهبود مانی زنده کمترین نگرفتند قرار تابش تحت
 و شود می سلولی تکثیر روند در تغییرات باعت توان کم لیزر تابش که گفت توان می کلی طور به :گیری نتیجه

 .باشد موثر دیابتی های زخم درمان در تواند می مناسب زمان مدت و دوز در توان کم لیزر از استفاده
  

 سلولی مهاجرت سلول، مانی زنده دیابتی، زخم بهبود توان، کم لیزر :کلیدی های واژه
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 مقــدمه

نقص  لیاست که در آن به دل یکیمتابول یماریب ینوع نیریش ابتید
سطح گلوکز  میبدن قادر به تنظ ن،یهورمون انسول ییو کارا دیدر تول
 .(1) شود میعوارض در بدن  جادیباعث ا ابتید نیبنابرا ست،یخون ن

 ابتیبا د ینفر درحال زندگ اردیلیم میاز ن شیدر سراسر جهان ب
در سال   (IDF)ابتید یجهان ونیفدراس زارشاتهستند. طبق گ

بزرگسال و در  ونیلیم 364 یعنی % 2 ابتید یجهان وعیش 9112
 یعنی% 1101سال  92-91 نیآن در افراد ب وعیش 9191سال

تا  رود ینفر بوده است.گفته شده است که انتظار م ونیلیم 14606
 شیانفر افز ونیلیم 9.409 یعنی% 1909مقدار به  نیا 9131سال 

را  ابتید (WHO) بهداشت یسازمان جهان نیهمچن .(9) دکن دایپ
. (4زده است ) نیتخم 9141تا سال  ریم و مرگ هیاول لیدلهفتمین 

از عوارض مهم و بلند  یکیاست و  دیتعدمعوارض  یدارا ابتید
 یابتید مارانیب یزندگ تیفیبر ک میصورت مستق مدت آن که به

 کیزخم  امیالت  .(3) رهستندیپذنا امیالت یها است، زخم رگذاریتاث
است که شامل مراحل مهاجرت  یو مولکول یکیولوژیب قیدق پروسه 

در  است. (ECM) یخارج سلول کسیو ماتر یسلول ریتکث ،یسلول
 ژنیاسترس، کاهش اکس لیبهبود زخم به دلا  پروسه یابتیافراد د

و مهاجرت  ریعفونت، کاهش گردش خون و اختلال در تکث ،یرسان
نسبت به  رشد یفاکتورها دیاختلال در تول نیو همچن یلسلو

در بهبود زخم  یناتوان . (1) شود میانجام  رترید ی سالم ها سلول
 و رهستندیناپذ امیالت و مزمن که شود می ییها زخم جادیا به منجر
 (DFU) یابتید یپا زخم یماریب جادیا باعث عارضه نیا تیدرنها

 و است یابتید افراد در یجد عوارض از یکی زخم نوع این .شود می
 بیماری این .(6) دهد یم قرار ریتاث تحت را یابتید مارانبی 3/1 با  یتقر
 و شده عفونت دچار ماریب نشود، درمان و داده صیتشخ موقع به اگر

 DFU یبرا که ییها درمان معمولا شد. خواهد عضو قطع منجربه

 نیاز مورد مکمل های درمان و نبوده موثر ییتنها به شود می انجام
 عیسر و یرتهاجمیغ درد، بدون باید مکمل های درمان .(9) بود خواهد

 ،شود می انجام یابتید یها زخم یبرا رایاخ که ییها درمان  (..) دنباش
 هستند یزرتراپیل و یتراپ دروژلیه ،یتراپ ژنیاکس نظیر، ییها درمان

از  یکیدارد که  جودو یمتنوع یها ستمیس یکیزیدرمان ف ی. برا(9)
 LASER   (Light amplification by  stimulatedستمیآنها س

emission of radiation.یدرمان کیتکن کدرمانی یزریل (است 
دوز تابش و  یعنیمناسب  یکه از پارامترها یمکمل است و در صورت

صورت  هب تواند یاستفاده شود م به درستی در آن زریمدت زمان تابش ل
 کی درمانی،زریل .(2) قرارگیرداستفاده مورد  مارانیب یخطر برا یب

 ندیفرآ رییو تغ کیتحر سبب زریل نسبتا  جدید بوده و یرماند کیتکن
کلاژن و  دیتول ،یسلول ریتکث یبررو ریو با تاث شود می یسلول

زخم  امیبه روند الت دنیبخش باعث سرعت، رشد یفاکتورها یآزادساز
از  باید زریل به کمک ها سلول کیتحر منظور به .(11) شود می یابتید

استفاده  J/cm2 4 ی با انرژ نانومتر 1911-111  در بازه یطول موج
 یاریتوجه بس زریها توسط ل درمان زخم ریاخ یها سالدر  .(11کرد )

 نهیزم نیدر ا قاتیاز محققان را جلب کرده است اما هنوز تحق
 با طول موج زریاثر ل یبه بررس قیتحق نیرو در ا نیا از محدود هستند.

کشت  طیدر مح یانسان بروبلاستیف یها سلول یبر رو نانومتر 661
گلوکز  یکشت با غلظت بالا طیگلوکز و در مح یعیبا غلظت طب

ها آنزایی  و مهاجرت و کلونی ریتکثیی، مانا زانیو سپس م ته شدپرداخ
  مورد بررسی قرار گرفت.

 ها مواد و روش

 یاز بانک سلول  (L929) پوست انسان بروبلاستیف یها سلول
 طیاز مح ها سلولکشت به منظور  . شدند هیته رانیپاستور ا تویانست

ی و گاو نیدرصد سرم جن11 یحاو RPMI_1640(Gibco) کشت
در  ها سلولگیری  پس از قرار شد. فادهاست ، (Gibco) استرپ پن

درجه و  49 یدر داخل انکوباتور با دما ها سلولهای کشت،  پلیت
 کشت طیمح PH رییدرصورت تغ درصد قرار داده شدند. 21رطوبت 

گردید،  میدرصد  1.در هر پاساژ حدود  یتراکم سلولو یا زمانی که 
 (PBS) یدرصد در بافر فسفات نمکTrypsin/EDTA91   با ها سلول

 دند،یبه رشد مناسب رس ها سلولزمانی که  شدند. یداده م ساژپا
رنگ تریپان بلو و با کمک لام نئوبار آنها با استفاده  اتیدرصد ح
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 یها سلولنمودن  یابتید یبرالازم به ذکر است که  .گردید یبررس
مولار  یلیم 19کشت با غلظت  طیدر مح ها سلول، بروبلاستیف

در  ها سلولساعت و تا اتمام کار  93، بعد از شدندگلوکز قرار داده 
 .محلول غنی از گلوکز قرار گرفتند

صورت  J/cm2 4  یو انرژنانومتر  661  با طول موج زریل تابش
 یعیکشت با غلظت طب طیکه در مح بروبلاستیف یها سلول. گرفت

 افتیدر زریل ها سلول نیاز ا یمین ،گلوکز کشت داده شده بودند
کشت با  طیکه در مح بروبلاستیف یها سلول.و گروه دیگر، کردند

از آنها  یمی( که نیابتی)د گلوکز کشت داده شده بودند یغلظت بالا
 ،یروز متوال 4به صورت زریقرار گرفتند.تابش ل زریتحت تابش ل

 .انجام گرفت دقیقه 4در مدت بار  کیوز رهر

 ها سلول  (Viability)مانی زندهدرصد به منظور بررسی  MTT تست
این روش، در  انجام گرفت. زریو بدون تابش ل زریتحت تابش ل

به  منجر یمیآنز تیزنده با فعال یها سلولدر  دروژنازیده یها میآنز
 زانیم شوند. یفورمازان م یبه بلورهام ویشدن نمک تترازول لیتبد

د. این زنده خواهد بو یها سلولشده متناسب با تعداد  دیلفورمازان تو
 ساعت انجام شد. در این تست، 99و  .3، 93های  تست در زمان

ماکرولیتر  111سپس  شد،را خارج  ها سلولکشت  طیابتدا مح
 به  ها سلول و شد اضافه  ها چاهک به MTT (Sigma USA) محلول

 MTTمحلول ساعت، 9 گذشت از بعد .گردید انکوبه ساعت دو مدت

 شده لیتشک فورمازان یبلورها شدن حل یبرا و شد خارج ها چاهک از 

 .شد استفاده Germany) DMSO  (Merckحلال ماکرولیتر 111 از
در طول  دریزاریدستگاه الا توسط چاهک هر محلول جذب نهایت در

 نانومتر 641و MTT   مربوط به جذب رنگ نانومتر 191 موج
 شد. دهی( سنجنهی)مربوط به جذب زم

و بدون  زریدر حضور تابش ل ها سلولمهاجرت  زانیم یمنظور بررس به
پس از گردید،  جادیخراش ا کیابتدا در کف هر چاهک  زر،یتابش ل

، ساعت 99و  .3، 93 های در زمان ها سلولکردن  انکوبه تابش و

میزان مهاجرت سلولی با محاسبه فاصله بین دولبه خراش و مقایسه 
 ( .19ت )گروه کنترل و تیمار صورت گرف

 مورد بروبلاستیف یها سلول ییزا یکلون ییتوانااین آزمون به منظور 
 قرار گرفتند، یتمیفاز لگاردر  ها سلول نکهیاز ا پسگردید.  یبررس

این تست  سلول کشت داده شدند.1111،1111،911،111تعداد 
  در دو گروه انجام شد.

 یعیکشت با غلظت طب طیدر مح بروبلاستیف یها سلول الف(
 زریو بدون تابش ل زریگلوکز تحت تابش ل

گلوکز  یکشت با غلظت بالا طیدر مح بروبلاستیف یها سلولب( 
 زریو بدون تابش ل زریتحت تابش ل

 به شد. انجام  J/cm2 4 یانرژ با و نانومتر 661 موج طول با یپرتوده
 توسط ها کلونی ،نوری میکروسکوپ  کمک با ها کلنی رویت منظور

 دقیقه 11 مدت به Germany)  (Merck درصد 9 فرمالدئید محلول

 کریستال با رنگ توسط آمیزی رنگ دقیقه 11 از پس و شدند تثبیت
 لازم زمان مدت گذشت از بعد شد. انجام Germany)  (Merck ویوله
 د.گردی محاسبه سلولی کشت راندمان (روز 9) کلونی تشکیل برای

 SPSS و MATLAB و Excel افزارهای برای بررسی متغیرها از نرم 
برای بررسی سنجش استفاده گردید و  Test-T روش از و 19 نسخه
 د.استفاده ش ANOVA داری از روش معنی

 ها مواد و روش

  J/cm2 4  یو انرژنانومتر  661با طول موج  زریاثر ل یجهت بررس
کشت داده شده در دو  بروبلاستیف یها سلول یمان زنده زانیم یبر رو

گلوکز در سه  یو با غلظت بالا یعیکشت با غلظت طب طیمح
انجام داده  MTT  ساعت تست 99ساعت و  .3  ،93 یزمان بازه 
 ،یروز متوال 4در  دریرزایالا هآمده توسط دستگا دست هاعداد ب شد.

که در  طور نهما. دهد یرا نشان م ها سلولهر گروه از  بودن زنده زانیم
 یکه در غلظت بالا بروبلاستیف یها سلولنمودارها مشخص است 
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با طول موج  زریمورد تابش ل ی کهگلوکز کشت داده شدند، هنگام
 یمان زنده زانیقرار گرفتند، م J/cm2 4 یو انرژنانومتر  661

(Viability آنها )از گروه  شتریبخصوص در روز های دوم و سوم  به
 اند. قرار نگرفته زریتابش ل در معرض بوده است که ییها سلول
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 با و گلوکز یعیطب غلظت با کشت طیمح در بروبلاستیف یها سلول

  یانرژ و نانومتر 661 موج طول با زریل تابش تحت گلوکز یبالا غلظت
J/cm2 4  نیهمچن و ها سلول مهاجرت زانیم یبررس برای .گرفتند قرار 

 ریتصاو گرفت. قرار یریگ اندازه مورد یافته خراش  فاصله ،زخم میترم
 است. شده هداد نشان 9 شکل در نورتیا کروسکوپیم با شده گرفته
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قرار گرفتند با  زریکه تحت تابش ل یبروبلاستیف یها سلول سهیاقدر م
 ،قرار نگرفتند زریکه تحت تابش ل بروبلاستیف یها سلولاز  یگروه

قرار  زریتابش ل یی که در معرضها سلولمشاهده شد که مهاجرت 
قرار  زریکه تحت تابش ل یها در نمونه .بوده است شتریب اند،  گرفته

 نسبت به یشتریب شرفتیپ میزان مهاجرت سلولی گرفته بودند،
 اند، داشته است. در معرض پرتو لیزر قرار نگرفتهکه  ییها سلول

 های کلنی تشکیل برای فیبروبلاست یها سلول توانایی ارزیابی برای

 بالای و طبیعی غلظت دو در لیزر تابش بدون و لیزر تابش حضور در سلولی

 های کلنی کردیم.تعداد استفاده Colony assay تست از گلوکز

 شمارش ساعت 99  و.3 ،93 زمانی های بازه در را گروه هر در شده تشکیل

 رسم 4 شکل صورت به را آمده دست هب اعداد محاسبات انجام از بعد و شد

 مرتبه سه که فیبروبلاستی یها سلول آمده دست هب نمودارهای طبق گردید.

 ییها سلول به نسبت را بیشتری های کلنی تعداد گرفتند قرار لیزر تابش مورد

 کردند. ایجاد نگرفتند، قرار لیزر تابش معرض در که

 
 

 

 بحث

 دیتول سیالکترومغناط تشعشات که هستند ییها دستگاه زرهایل
 از یخاص نوع ، Low_Level_Laser (LLL) ای توان کم زریل کنند. یم
 .(14) گذارد یم ریتاث یکیولوژیب یها ستمیس یرو بر که است زرهایل

و ادم، بهبود زخم، بهبود و  ابکاهش درد، الته یتوان برا کم زریاز ل
سال از زمان  31 با  یو تقر شود میاستفاده  یبافت بیاز آس یریجلوگ

که در سال  یبرطبق گزارش .(13شناخته شده است ) زریاختراع ل
 یابتید یتوان بر زخم پا کم زریل ریتاث زانیم یابیبا هدف ارز 9191

(DFUs)  ،قرار گرفتند و مشاهده  یمورد بررس ماریب 314انجام شد
نرخ  زانیشده م استفاده زریدرمان آنها از ل یکه برا یمارانیشد که در ب

 زریل جهینت شده و در زخم و مدت زمان بهبود زخم کاسته یبهبود
 نیا یبهبود عیموثر در تسر یدرمان کمک کیتوان توانسته است  کم

به  9199که در سال  ای (.درمقاله11)پژوهش باشد نیدر ا مارانیب
در  یا گسترده راتیتوان تاث کم زریآورده شده است که ل د،یچاپ رس

سرعت  آن راتیتاث نیاز ا یکیها دارد و  یماریب یریشگیدرمان و پ
در  زرینقش ل یبررس یبرا(. 16) به روند بهبود زخم است دنیبخش
 یپوست زخم بروبلاستیف یغشا یکپارچگیو  ریتکث ،یمان زنده

، 101 یو با دوزها 649/.نئون با طول موج  - ومیهل زریانسان از ل
 یبر رو یروز متوال دومتر مکعب در  یژول بر سانت 16و  11، 901
در این  دست آمده هب جیانسان انجام شد، نتا بروبلاستیف یها سلول

 تیفعال j/cm2 1  با دوز زریکه تابش ل دصورت بو نیبه ا پژوهش
 یها تیفعال یعیبه روند طب کند که منجر یم کیرا تحر ییایتوکندریم

و  کرده کیرا تحر یو مهاجرت سلول ریتکث تا  یو نها شود میسلول 
(. مشابه 19) شود میبه روند بهبود زخم  دنیبخش باعث سرعت

ها  موش ی دیگردر پژوهشاطلاعاتی که ما در این مقاله کسب کردیم، 
 بعد و بودند کرده یابتید روز 41 مدت به نیاسترپتروزوتوس قیتزر با را

 یشگاهیآزما طیشرا در را ها موش بروبلاستیف یها سلول از ییها نمونه
(in vitro)  کشت اندام، کشت عنوان به را یگرید  مجموعه و دادند ریتکث 

 یبررو j/cm2 3 _102 یانرژ با نئون _ ومیهل زریل .سپس دادند
دست آمده از  هاطلاعات ب یرسبا بر تیها اعمال کردند و در نها نمونه

آمد که دست  به ، MTT یابیو ارز یو الکترون ینور کروسکوپیم
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ها در  بروبلاستیف ریتکث شیباعث افزا یموثر طور توان به کم زریل
 یرو بر (.میرزایی و همکارانش.1) شود می یشگاهیآزما طیمح

ی ها سلول پژوهش هایی انجام دادند، پوست انسان یها بروبلاستیف
روز  4در  دگلوکز کشت داده شده بودن یدر غلظت بالا پوستی که

قرار  9و  j/cm2 101  ،1 یانرژ یبا چگال زریمورد تابش ل یمتوال
شده در گلوکز با  کشت داده یها سلولمشاهده کردند سپس دادند، 

در (. 12) نسبت به گروه شاهد داشتند یشتریغلظت بالا رشد ب
با  زریانجام شد مشخص شد که تابش ل 9111که در سال  یپژوهش

با طول  زریگذار است و ل ریمختلف تاث یها سلول تارشدت کم بر رف
 ریو تکث مانی زنده شیباعث افزا j/cm2 1 یو انرژ نانومتر646موج 
در توان  کم (. در پژوهشی جهت بررسی اثر لیزر91) شود می ها سلول

طول موج و دوزهای متفاوت بر استرس اکسیداتیو و پارامترهای 
ها  فیبروژنز از موش به عنوان مدل استفاده گردید.در این پژوهش موش

هایی با زخم بدون درمان  گروه تقسیم شدند.گروه کنترل )موشبه پنج 
صورت دایره  ها که زخمی به سیستماتیک و موضعی(، گروهی از موش

صورت جراحی در پشت آنها ایجاد کردند و آنها  متر به میلی .با قطر 
با دوزهای  HeNeرا برای درمان تحت تابش چهار لیزر متفاوت )لیزر 

ژول بر  4و 1با دوزهای  GaAsمتر مربع، لیزر  ژول بر سانتی 4و 1
 191، 26، 99، .3، 93، 19، 9ها  موش متر مربع قرار دادند. سانتی

ساعت بعد از ایجاد زخم پوستی تحت تابش لیزر قرار 
هایی که  آمده نشان داد که موشدست  به نهایت نتایج گرفتند.در می

زخم و  کاهش اندازه  تحت تابش لیزر قرار گرفته بودند نتایج بهتری در
طریق  از احتمالا  توان  کم اند و همچنین لیزر افزایش تولید کلاژن داشته

کاهش فاز التهابی و تحریک سنتز کلاژن در سرعت بخشیدن به روند 
 اثر بررسی منظور به همکاران و Cotomacio (.91است) موثر زخم التیام

 Fluorouracil(5_FU)_5 توسط شده القاء دهانی موکوزیت بر لیزرتراپی
 661ژول و با طول موج  109و  1، 1093از سه لیزر با دوزهای 

همستر به عنوان مدل  61نانومتر استفاده کردند. در این تحقیق از 
معرض  استفاده شد. همسترها بعد از انجام آزمایش و قرار گرفتن در

ای آزمایش کشته شدند و موکوزیت دهانی آنها بر 11و  9لیزر در روز 
آمیزی کلاژن(،  شناسی )با میکروسکوپ نوری و رنگ آنالیز بافت

ایمونوهیستوشیمی و مارکرهای بیوشیمیایی برداشته شد. نتایج به این 
های درمانی موکوزیت دهانی  پروتکل صورت بود که در مقایسه 

 1093، گروهی که تحت درمان با انرژی کم)FU_5شده توسط  القاء
کاهش بیومارکرهای التهابی و ترمیم بافت طبق  ژول( بودند، بر

های گذشـته و  طبق پژوهش(. 99اند ) ترین نتایج را داده بخش رضایت
 و دوز درتوان  کم لیزر از استفادهکه رو مشخص گردید  تحقیقات پیش

زایی که شامل تکثیر و مهاجرت  مناسب، اپیتلیال زمان مدت
و لذا  را بهبود بخشد باشد ی فیبروبلاست به جایگاه زخم میها سلول

 موثر واقع شود. دیابتی های زخم درمان در
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