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اثرات  يبه منظور بررس يسطح يتوپوگراف يبرداربعد فرکتال و نقشه ليتحل

 MG-63رده  استئوسارکوما يهاسلول يکيزيتوان بر رفتار فکم زريل يپرتوها يدرمان

 

 يثامن درضايحم ،)Ph.D(3و2نسب  يمرجان بهرام ،)Ph.D(1 يديجد ديمج ،)Ph.D(*1 ميمحمدکر رضايعل ،)M.Sc(1شورچه  يبرات نيام
3)Ph.D( 
 رانيسمنان، سمنان، ا يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ،يپزشک کيزيگروه ف -1

 رانيسمنان، سمنان، ا يدانشگاه علوم پزشک ،يعصب ستميس ياديبن يهاسلول قاتيمرکز تحق -2

 رانيسمنان، سمنان، ا يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ،يکاربرد يبافت و علوم سلول يگروه مهندس -3

 ده يچك
 فاينقش ا يانسان ياستئوسارکوما يهارفتار سلول ونيتوان در مدولاسکم زريل ياند پرتوهامطالعات گذشته نشان داده هدف:

توان بر کم زريل ياثر پرتوها يمطالعه بررس نيشود. هدف از ايها مسلول يو چسبندگ زيتما ر،يدر تکث يراتيينموده و منجر به تغ
 .باشديبعد فرکتال م ليسطح و تحل يبر توپوگراف يمبتن کومااستئوسار يهاسلول يکيزيرفتار ف

کشت داده شدند و پس از  FBS 10% يحاو DMEM-F12 طيدر مح MG-63استئوسارکوما رده  يهاسلولها: مواد و روش
 يهانانومتر با توان 650وات، يليم 25نانومتر با توان  532 يرزهاي. لديانجام گرد زريپاساژ تابش ل نيدر چهارم 80به تراکم % دنيرس
 يها بررسسلول ريساعت تکث 72شدند و پس از  يبرداربهره قهيدق 8وات به مدت يليم 70نانومتر با توان  780وات و يليم 150و  3

در سه بعد ها ابعاد سلول راتييکانفوکال تغ يربرداريو تصو ياتم يروين کروسکوپيسطح توسط م يتوپوگراف يبردارشد. با نقشه
 .بعد فرکتال انجام شد زيکانفوکال، آنال ريو با پردازش تصاو ديگرد نييتع

در بعد  نيچن. همدينمايم جاديها او مساحت سلول طيارتفاع، مح ر،يتکث يدر پارامترها يمعنادار راتييتغ زريتابش ل ها:يافته
 .ديآيبه وجود م جاديا يمعنادار رييگروه کنترل تغ يهانسبت به سلولوات يليم 3از توان  ريبه غ زرهايل يها در تمامفرکتال سلول

در  يشاخص کمک کيتواند به عنوان يها مابعاد سلول راتييتغ يسه بعد يفرکتال در کنار بررس فيط ليتحل گيري:نتيجه
 .شود يابيتوان ارزکم يزريل ياستئوسارکوما به درمان با پرتوها يهاپاسخ سلول ينيبشيپ

  
 فرکتال ،يسطح يتوپوگراف يبردار، استئوسارکوما، نقشهدرمان با ليزر کم توانهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 يهاچون روش يپزشک يهاجنبهتوان در کم زريل يپرتوها

 ي[. از کاربردها1دارند ] يفراوان يهاکاربرد يو درمان يصيتشخ
 ي[، جراح2] يوپلاستيتوان به آنژيپرتوها م نيا يدرمان
از  يربرداري[، تصو4[، برش و سوزاندن بافت ]3] کيپلاست
 يسرطان ياه[ و درمان سلول5] يدرمان يهاپروتکل ياجرا

 توانکم يزريل يدرمان با پرتوها ندينمود. فرآ[ اشاره 7،6]

(LLLT) نيشود که ايها مسلول سميباعث مدوله کردن مکان 
ها نشان گردد. گزارشيها مآن ريدر روند تکث رييامر موجب تغ

مانند طول موج، زمان تابش،  زريل يکيزيف ياند که پارامترهاداده
ها سلول يستيدر پاسخ ز يانرژ يو چگال تونوع پر ،يسطح انرژ
پرتوها  نيا کهنيا بر يمبن ي[. مشاهدات8است ] رگذاريبه پرتو تاث

شوند وجود يتومور م يهابر سلول يستيز کيتحر جاديباعث ا

 طيشده، شرا شيآزما يسلول يهاتوجه به تنوع رده با يدارد. ول
 يثابت روندها افتهيها، يدهو زمان تابش يمتفاوت کشت سلول

ها آن ريتاث قيدق سميمکان ي[. به طور کل9کنند ]يرا گزارش نم
 يدرمان يهاتهياز مدال يارياستئوسارکوما در بس يهابر سلول

در  راًياخ زياستفاده از نانوذرات ن ي[ و حت10است ] زيبرانگبحث
[ 11] دهيگرد شنهاديپ يمختلف درمان يهاتهيمدال ييبهبود کارآ

در درمان استئوسارکوما معطوف به  ژهيطور و بهامر  نيکه ا
دارا بودن خواص  ليبه دل ومياستفاده از نانوذرات سامار

 [.12باشد ]يم يسيپارامغناط
 ،ياستخوان يهاتوان بر سلولکم زريل يآثار اعمال پرتوها از

[، 14ها ]سلول ريتکث ريي[، تغ13)مدوله کردن( التهاب ] ليتعد
فسفات  نيآلکال تيو فعال ياستخوان يهاگره يريگشکل شيافزا

[ را 21-18] اميالت جادي[ و ا17،16] نيژن استئوکلس اني[، ب15]
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از آثار  يگستره متنوع زريل بشتا توان نام برد. اصولاًيم
 ي[. برخ22] دينمايم جاديرا در استئوبلاست ا يکيولوژيب

بر  زريتابش ل يامدهايرا از پ يسلول ريدر تکث شيمطالعات افزا
 يجينتا گريد ي[ و برخ24،23اند ]استئوبلاست گزارش کرده

[. 27-25اند ]گزارش داده يگريد يزرهايل يبا آن را برا ريمغا
 کيپوکسياستئوبلاست ها يبر رو LLLT دهياثبات گرد کنيل

 نيپروتئ انيب شيافزا قياز طر ريو تکث زيدر تما کيباعث تحر
 نيپروتئ نيتر)مهم ني، استئوکلسMP-2 استخوان کيمورفوژنت

[. 28شود ]يم TGF-ß1 استخوان( و فاکتور رشد يکلاژنريغ
اثر  قياستخوان از طر يدر بازساز ميترم تيقابل نيچنهم

 يتابش پرتوها يها در پتئوبلاستاس يرو يستيز کيتحر
که  LLLT مثبت جي[. علاوه بر نتا29گزارش شده است ] يزريل

 زين يسرطان يهاوللس ريتکث جاديشود، ايم يسلول توزيباعث م
گزارش  ترشيپ يريگاز تابش ياثر نامطلوب ناش کيبه عنوان 

 [.30است ] دهيگرد
بر  يمبتن يکيزيوفيب يپارامترها يبررس امروزه

آهنگ قابل شيبه عنوان پ يسرطان يهاسلول يشناسختير
[. 31اند ]شناخته شده يکيولوژيب يندهايفرآ يدر بررس ياعتماد

 يهندس يشناسختير يکه امروزه در بررس يمهم يپارامترهااز 
 رامترپا رد،يگيقرار م يمورد بررس گريدکيها در کنار سلول

ل که با پردازش باشد. بعد فرکتايمربوط به بعد فرکتال م
 يمجموعه سلول کيشده  يزيآمرنگ رياز تصاو يامجموعه

 يبندکريو منظم بودن پ يترازگر همانيگردد، بيحاصل م
 تيکم نيمقدار ا نيياست و تع گريدکيها در کنار استقرار سلول

باشد و ينم ريپذامکان يدسيمرسوم در هندسه اقل يهااز روش
 نيا يو مقدار کم رديپذيفرکتال انجام م فيط زيبه کمک آنال

بعد فرکتال به  زانياست. هر چه م 2و  1 نيهمواره ماب تيکم
به  ريها در تصوسلول يريگساختار قرارتر باشد، کينزد 1عدد 

 تيکم نيدارد و هر چه ا ليتما ميتر و خط مستقشيسمت نظم ب
 يها به سمت نامنظمسلول ريکند، مجموعه تصو ليم 2 دبه عد

خواهد داشت  ليمربع تو پر تما کي ريتصو تر و اصطلاحاًشيب
[32.] 

 (AFM) ياتم يروين کروسکوپيبرجسته م يهايژگيو

و جهت  رويکنترل اعمال ن تيبالا، قابل ييهمانند رزولوشن فضا
 تيها و قابلبر نمونه ييجز بيآس جاديوارد شده، ا يهاروين

ابزار را به عنوان  نيزنده ا طيها در شراسلول يربرداريتصو
ها سلول يکيزيوفيب يپارامترها يابيجهت ارز يمناسب کيتکن
 ي[. توپوگراف31نموده است ] يمعرف يسطح يبر توپوگراف يمبتن

 لوريکانت يمستقر در انتها پيت کيحرکت  يبر مبنا يسطح
شده و آن را  کيها نزدشود که به سطح سلوليمتحرک انجام م

سطح روبش  يکيو الکترواستات يواندروالس يروهايبر ن يمبتن

با استفاده از  يسطح يتوپوگراف يبرداررو نقشهنيکند. از ايم
از سطح  ينقشه سه بعد وريل ياز انحراف کانت دبکيف سميمکان

سازد و يدر محدوده ابعاد نانومتر فراهم م ياسينمونه را با مق
 يهاتيسازد. از قابليارتفاع سطح نمونه را آشکار م ليپروفا
 يروين کروسکوپيبا استفاده از م يسطح يتوپوگراف يجانب
بر  ينمونه مبتن يتوان به امکان محاسبه پارامتر زبريم ياتم

در  ترشيپ [.34،33اشاره نمود ] کروسکوپيفرکانس عملکرد م
 يزبر زاني[ نشان داد که م35و همکاران ] Györgyey مطالعه
توان به صورت کم يزريل يتابش پرتوها يها در پسلول

 يشناسختير رفتار رييامر با تغ نيکه ا ندينمايم رييتغ يمعنادار
 يگريدر مطالعه د نيچنشده همراه است. هم ماريت يهاسلول

Incerti [ 36و همکاران] توان منجر کم زريل ينشان دادند پرتوها
( يستيز يها)حفظ رفتار يريپذستيدر ز يمعنادار راتييبه تغ
ها يدهرکوما پس از گذشت سه روز از تابشاستئوسا يهالسلو

ها سلول يشناسختير يپارامترها در رييامر با تغ نيشود که ايم
 زاني[ نشان دادند م37و همکاران ] Teng همراه است. در ادامه

 نيکه ا ابدييم شيافزا يزريل يهاتابش يها در پسلول يزبر
همراه  تياستئوبلاست به استئوس يهاسلول زيتما شيامر با افزا

 .است
از انجام مطالعه حاضر آن است که با مطالعه اثر  هدف

 يهامختلف و توان يهاتوان با طول موجکم زريل يپرتوها
 يانسان ياستئوسارکوما يهاسلول يکيزيوفيمتفاوت بر رفتار ب

شده به  يمعرف يارائه پارامترها تيها، قابلپاسخ آن يابيو ارز
درمان  درون يمکمل در بررس يصيتشخ يهااخصعنوان ش

 .واقع شود ليو تحل يابيها مورد ارزسلول
 

 هامواد و روش
از اخذ کد اخلاق به شماره  پس. يسلول کشت

IR.SEMUMS.1398.185  اخلاق دانشگاه علوم  تهيکماز
 ياستئوسارکوما يهاسلول يمطالعه بر رو نيسمنان، ا يپزشک
اند، شده هيته رانيپاستور ا تويکه از انست MG-63رده  يانسان

کشت و پاساژ سلول طبق  ز،يانجام شد و مراحل دفر
 ي. برارفتيچسبنده انجام پذ يهالمربوط به سلو يهاپروتکل

  درصد10 زانيم يحاو DMEM-F12 کشت طيمنظور مح نيا
FBS  جهت کشت سلول مورد استفاده  کيوتيبيآنت درصد1و

 37 يتحت دماها در انکوباتور سلول يقرار گرفت و نگهدار
رطوبت صورت  %95کربن و  دياکس يد %5گراد، يدرجه سانت

کشت  طيروز در مح 3تا  2 نيبها روند، سلول ني. در ارفتيپذ
کنند. يم دايکشت پ طيمح ضيبه تعو ازينموده و سپس ن هيتغذ
و کف  ختهيرا دور ر ميکشت قد طيمنظور ابتدا مح نيا يبرا

شست و شو داده شد. سپس با اضافه نمودن  PBSظرف توسط 

https://ethics.research.ac.ir/EthicsProposalView.php?id=94531
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شوند. يها به انکوباتور منتقل مسلول ديکشت جد طيمح
 د،يرس %80در کف فلاسک به  هاکه تراکم سلول يهنگام

 يهاسلول يامر جداساز نيا يپاساژ انجام شود. برا ستيبايم
کردن  يخنث يشود. سپس برايانجام م نيپسيتوسط تر دهيچسب

به محلول اضافه شده و  FBS يکشت حاو طيمح نيپسياثر تر
انجام  قهيدور در دق 1500با سرعت  فوژيسانتر قهيدق 5به مدت 

 يهاتيمربوطه به پل اتيمحتو پتاژ،يپس از پ دامه. در اديگرد
 FBS يکشت حاو طيو با اضافه نمودن مح دهيگرد ميمجزا تقس

د از ها بع. سلولديپاساژ به اتمام رس نديبه هر بخش فرآ
توان و کم زريل يبا پرتوها يدهپاساژ جهت تابش نيچهارم

 .دخانه آماده شدن 24 يهاتيدر پل يبعد يهاشيانجام آزما

موثر شناخته شده در  زريل 4مطالعه از  نيا در. يدهتابش
 زرياستفاده شد: ل ريز يکيزيبا مشخصات ف يمطالعات سلول

 3نانومتر با توان  650 زريوات، ليليم 25نانومتر با توان  532
وات و يليم 150 نانومتر با توان 650 زريوات، ليليم 150و 

صورت  نيبد شوات. نحوه تابيليم 70 نانومتر با توان 780 زريل
از سطح  يمتريسانت 20در فاصله  زرهايانجام گرفت که ل

تحت   قهيدق 8ها به مدت از خانه کيها قرار گرفتند و هر سلول
)الف((.  1متر قرار گرفتند )شکل يسانت کيبه شعاع  زريتابش ل

 ريمحدب در مس يکه عدس نيلازم به ذکر است با توجه به ا
لذا قطر  رد،يگيقرار م کهينمودن بار رابه منظور واگ زرهايتابش ل
. از ابدييم شيافزا طيپس از انتشار در مح يتابش يپرتوها

با کف هر  زريمنبع ل نيذکر شده ب يمتريسانت 20فاصله  رونيا
 يعدس يريکارگبه هنگام به نهيمحاسبه فاصله به يبر مبنا تيپل

. به ديمراحل پژوهش انتخاب گرد ياز اجرا شيمحدب پ
 يزريل کهيتوسط قطر بار تيکه کل سطح مقطع کف پل يانهگو

با استفاده  شياز هر مرحله آزما شيپ نيچنپوشش داده شود. هم
محاسبه شده از  نهيکه در فاصله به يزريسنج لاز دستگاه توان

 زريهر ل يبرا ونيبراسيکال نديقرر داده شده است، فرا زريمنبع ل
 نييذکر شده تع يزرهايل از کيتوان هر  زانيو م رفتيصورت پذ

 زرهايل يبه دست آمده با توان نام يهاکه توان ييجاشد و از آن
شد. لازم به ذکر  يينها دييتا يدهتابش طيبودند، شرا کساني

توسط دستگاه  کيبه تفک زيطول موج ن ونيبراسياست که کال
از انجام  شيپ زريهر ل يبه روش فوق برا يزريسنج لتوان
ساعت از زمان  72گذشت پس از  .رفتيپذ رتها صوشيآزما

 مربوطه آماده شدند. يهاها جهت انجام آزمونتابش، سلول

 ريتکث زانيابتدا به منظور انجام سنجش م در. يريپذريتکث
 نيبر اساس پروتکل مربوطه اجرا شد. در ا MTTآزمون  يسلول
مورد شست و شو قرار  PBSها توسط ه در ابتدا سلولمرحل

به همراه  FBSکشت فاقد  طيگرفتند و سپس با اضافه کردن مح
 4به مدت  MTT (0.5 mg/mL, Sigma-Aldrich)محلول 

زمان با اضافه کردن  نيشدند. پس از گذشت ا هساعت انکوب
(dimethyl sulphoxide) DMSO 30ها و گذشت به سلول 

نانومتر  570در طول موج  زايها توسط قرائتگر الاتيپل قه،يدق
خوانش شده نسبت  ريقرار داده شدند و مقاد يمورد بررس

 ها دارد.سلول يريرپذيبا تکث ميمستق

 يپ در. کانفوکال يربرداريفلئورسانس و تصو يزيآمرنگ
ساختار  ي، بررسديها توسط پارافرمالدهکردن سلول کسيف

با استفاده از  يغشاء سلول يزيآمگنبه کمک ر ياسکلت سلول
( طبق پروتکل اجرا کاي، آمر(Invitrogen 488 نيديماده فالوئ

[. در ادامه 39،38] رفتيانجام پذ نيشيشده در مقالات پ
شده به کمک  يزيآمرنگ يهااز سلول يربرداريتصو

(، TCS SP5 Leica Microsystemکانفوکال  کروسکوپيم
 ImageJافزار نرم يريکارگبا به . سپسديآلمان( انجام گرد

هر گروه محاسبه شد  يهاو مساحت سلول طيمح يپارامترها
 )ب((.1)شکل 

سطح  يتوپوگراف. هاوللسطح س يتوپوگراف يبردارنقشه
آرا  ياتم يروين کروسکوپيم يسلول با استفاده از مد تماس
از سطح  يسه بعد ريتصاو تيپژوهش انجام شد و در نها

ند. به منظور محاسبه ارتفاع حاصل شد يسلول يهانمونه
رفته شد است و برآورد ابعاد بهره گ Imagerافزار ها از نرمسلول
نقاط  نيانگيبه صورت م فاعارت يهر گروه در راستا يهاسلول

 1)شکل  ديمربوطه حاصل گرد يسه بعد ريمختلف از تصو
 )ج((.

کانفوکال از  ريتصاو هياز ته پس. فرکتال فيط زيآنال
ها در هر گروه، با استفاده از باکس مربوط به مجموعه سلول
سنجش بعد فرکتال به  ImageJافزار در نرم ريپردازش تصاو

 زريل يتابش پرتوها يها در پسلول يريپذنظم نييمنظور تع
 ي. براديمختلف در هر گروه انجام گرد ريتصاو يتوان براکم
پس  ريفرکتال، در ابتدا هر تصو فيمربوط به بعد ط ريدمقا نييتع

به کمک دستور مربوطه در بسته  يتيب 8به حالت  لياز تبد
 ينريبا ريمنتقل شد. از خواص تصاو ينريبه فرم با يافزارنرم

ها انجام داد. در آن يفرکتال بر رو زيتوان آناليآن است که م
 يافزار، برانرم طيمح رمرحله بعد با استفاده از ابزار مربوطه د

 يبعد فرکتال بر مبنا بيضر يسلول يهاياز کلون ريهر تصو
فرکتال استخراج  فيط زيمستخرج از آنال يتميلگار يمنحن بيش

در  ريتصو کي يبرا نديفرآ نياز مراحل انجام ا يا. نمونهديگرد
 گذاشته شده است. شيبه نما 2شکل 
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های استئوسارکومای تابش فلوچارت مراحل برآورد ابعاد سلول .1شکل 

یافته با پرتوهای لیزر کم توان در سه بعد: محیط و مساحت سلول ها 

مبتنی بر رنگ آمیزی فلئورسانس و تصویربرداری کانفوکال و ارتفاع آنها 

 به دست می آید. AFMبر مبنای نقشه برداری توپوگرافی سطح توسط 
 

اویر کانفوکال به منظور . نمایی از مراحل اجرای پروتکل پردازش تص2شکل 

تعیین بعد فرکتال که شامل تبدیل تصاویر به حالت هشت بیتی، باینری 

 و تحلیل فرکتال می باشد.
 

منظور انجام هر مرحله از  به. يآمار لينمونه و تحل برآورد
در هر گروه به منظور  pilotنمونه به صورت  5در ابتدا  ش،يآزما
و در ادامه برآورد  ديانتخاب گرد جينتا يبستگهم زانيم يبررس

و  95/0 يبا سطح معنادار Anova يآمار زينمونه به کمک آنال
. لازم به ذکر است به منظور ديانجام گرد 90/0توان آزمون 

 شيها تا حد امکان بگروه يبه صحت بالاتر، در تمام يابيدست
. دنديها انتخاب گرديبرآورد شده جهت بررس يهااز تعداد نمونه

 one-way) زيآنال ها با استفاده ازداده يآمار ليو تحل هيتجز

analysis of variance) Anova افزار توسط نرمSPSS   انجام
 يو کنترل برا دهيدتابش ياهگروه يآمار جينتا سهيشد و مقا

به صورت  جي. نتاديگرد نييتع LSD زيهر پارامتر با کمک آنال
دار در يارائه شدند و اختلاف معن نيانگيم ± انحراف استاندارد

  .گزارش شد >05/0Pها در محدوده داده ينظر گرفته شده برا
 نتايج

استئوسارکوما پس  يهاسلول ريتکث زانيبه منظور سنجش م
 MTTتوان از آزمون کم زريل ياز تابش پرتوها 72از گذشت 

 يهاگروه نيرا ب يمعنادار زيبخش تما نيا جياستفاده شد و نتا
مندرج در شکل  جي(. بر اساس نتا>05/0Pمختلف نشان دادند )

با  سهيها در مقار سلوليتکث زانينانومتر م 532 زري، با تابش ل3

کند. يم دايپ شيافزا %14 نيانگيبه طور م دهيتابش ند يهاسلول
 زانيوات ميليم 150نانومتر با توان  650 زريحال آن با تابش ل

همراه  يدرصد 15با کاهش  نيانگيمها به صورت سلول ريتکث
 است. 

 

ساعت  MG-63 72. نتایج تحلیل درصد تکثیرپذیری سلول های 3 شکل

پس از تابش لیزرهای کم توان. در این جا علامت * به معنای تمایز معنادار 

 آماری بین گروه تابش لیزری با گروه کنترل می باشد

 
مرتبط با ابعاد  جينتا يآمار ليو تحل هيتجز نيچنهم
را در  يمعنادار راتييتغ جاديشده ا يزيآمرنگ يهاسلول

استئوسارکوما رده  يهاو مساحت سلول طيمح يپارامترها
MG-63 ساعت از قرار گرفتن در معرض  72گذشت  يط

 جي(. با توجه به نتا>05/0Pگذاشت ) شيبه نما يزريل يپرتوها
نانومتر با  650نانومتر،  532 يزرهاي)الف(، با تابش ل 4شکل 
 يهاسلول طينانومتر، مح 780و وات يليم 3توان 

با  سهيدر مقا يدهساعت بعد از تابش 72ستئوسارکوما ا
کاهش  %13و  24، 18 نيانگيگروه کنترل به طور م يهاسلول

 نيانگيم يدرصد 6کاهش معنادار  نيچنکند. هميم دايپ
ساعت بعد از تابش با  72استئوسارکوما  يهامساحت سلول

 يهابا سلول سهيوات در مقايليم 3نانومتر با توان  650 زريل
 يهاگروه ري)ب((. در سا 4)شکل  ديگروه کنترل مشاهده گرد

تحت تابش  يهادر ابعاد سلول يمعنادار رييشده تغ يزيآمرنگ
 با گروه کنترل مشاهده نشد.  سهيدر مقا

ها در سطح سلول يحاصل از توپوگراف جينتا يآمار ليتحل
مختلف نشان داد پارامتر ارتفاع سلول پس از گذشت  يهاگروه
به صورت  يزريل يساعت از قرار گرفتن در معرض پرتوها 72

، تنها 5مطابق شکل  کني(. ل>05/0P) دينمايم رييتغ يمعنادار
با گروه  سهيدر مقا ومترنان 532 زريها بعد از تابش لارتفاع سلول

و  افتيکاهش  %23 نيانگيبا م يبه شکل معنادار دهيتابش ند
 رييبا گروه کنترل تغ سهيدر مقا دهيدتابش يهاگروه ريسا

 پارامتر از خود نشان ندادند.  نيدر ا يمعنادار
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 72رنگ آمیزی شده  MG-63. نتایج تحلیل ابعاد سلول های 4شکل 

لیزرهای کم توان: الف( محیط سلول ها ب( مساحت ساعت پس از تابش 

سلول ها. در این جا علامت * به معنای تمایز معنادار آماری بین گروه 

 تابش لیزری با گروه کنترل می باشد.

 
 72رنگ آمیزی شده  MG-63. نتایج تحلیل ارتفاع سلول های 5شکل 

ساعت پس از تابش لیزرهای کم توان. در این جا علامت * به معنای تمایز 

 معنادار آماری بین گروه تابش لیزری با گروه کنترل می باشد.

 
فرکتال  فيط زيآنال ريپروتکل پردازش تصاو ياجرا يپ در

، پارامتر بعد فرکتال به در هر گروه افتهيعيتجم يهاسلول يبرا
 1آن در جدول  جيو نتا ديافزار مربوطه استخراج گردنرم کمک

معنادار پارامتر بعد  شيحاصله افزا يهاافتهيارائه شده است. 
 780نانومتر،  532 زريل هاعمال س يها را در پفرکتال سلول

با گروه  سهيوات در مقايليم 150نانومتر با توان  650نانومتر و 
 .کنترل نشان دادند

 

به معنای تمایز معنادار  †ساعت پس از تابش لیزرهای کم توان. در این جا علامت  72رنگ آمیزی شده  MG-63. نتایج تحلیل بعد فرکتال سلول های 1جدول 

 آماری بین گروه تابش لیزری با گروه کنترل می باشد.

 گروه کنترل گروه مطالعه
 نانومتر 532

 میلی وات( 25)

 

 

 نانومتر 650

 میلی وات( 3)

 

 

 نانومتر 650

 میلی وات( 150)

 

 

 نانومتر 780

 میلی وات( 70)
 P-عدد

 021/0 †89/1±02/0  †84/1±09/0  82/1±11/0  †81/1±07/0  71/1±06/0 بعد فرکتال

 

 گيريبحث و نتيجه
استئوسارکوما اغلب  يهاسلول يشده بر رومطالعات انجام 

 ،يريرپذيتکث رينظ يستيو ز کيولوژيب يپارامترها يبه بررس
 يتابش پرتوها يژن در پ انيب يابيو ارز تيسم زانيم ز،يتما

رو در  شي[. در مطالعه پ40،37،22اند ]توان پرداختهکم زريل
 يپارامترها يبه بررس يريرپذيتکث يستيپارامتر ز يابيکنار ارز

و  يمساحت، ارتفاع سلول ط،يمح رينظ اهسلول نيا يکيزيوفيب
توان پرداخته کم زريل يبُعد فرکتال بر اساس پس از تابش پرتوها

 شده است.
استئوسارکوما  يهاسلول يريرپذيپژوهش، تکث نيا در

در  يمعنادار شينانومتر با افزا 532 يزرهايمتعاقب تابش ل
سو امر هم نيکه ا ديهمراه گرد دهيندتابش يهابا سلول سهيمقا

ارائه شده است  2016است که در سال  يگريمطالعه د جيبا نتا
با توان  نانومتر 650 زرينانومتر، ل 532 زري[. بر خلاف ل40]

 يهاسلول يريرپذيتکث زانيوات موجب کاهش ميليم 150
 جيساعت شد. لازم به ذکر است نتا 72استئوسارکوما پس از 

 يروند متفاوت ،يدهساعت از تابش 24ات مشابه بعد از طالعم

[ 41،8] ريبر تکث زريل ري[ و عدم تأث41،8] ريتکث شيشامل افزا
 نيا دنيتابان يدر پ يانسان يکومااستئوسار يهارا در سلول
اختلاف  نياند. امختلف گزارش داده يهابا توان زريطول موج ل

در  زريل يپرتوها يکيولوژياز اثرات ب يتواند ناشيم جيدر نتا
در معرض  يريساعت پس از قرارگ 72تا  24 نيب يبازه زمان

 يولکه رده سل ييجاها باشد. آنمدت سلولتابش بر رفتار بلند
باشد، يم يمطالعه از نوع سرطان نيبه کار گرفته شده در ا

 ينامطلوب تلق يدرمان يجهت کاربردها ريتکث زانيدر م شيافزا
نخواهد  يدر روند درمان يمثبت رينانومتر تأث 532 زريو ل دهيگرد

با توان  650 زريبه دست آمده ل جيکه طبق نتا يداشت. در حال
تواند در يم يسلول ريدر تکث کاهش جاديوات نظر به ايليم 150

 باشد. ديمف يدرمان يکاربردها
ها پس از تابش سلول يکيزيوفيب يپارامترها يبررس در

کانفوکال از ساختار  يربرداريتصو کيبا کمک تکن زريل
ه دست آمده ب يهاافتهيها، شده اسکلت سلول يزيآمرنگ

و  يريگرا در سه گروه تابش طيمح يهاکاهش معنادار پارامتر
نسبت به گروه  يريگگروه تابش کيمساحت سلول را در 

 ب

 الف
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با  نيچنگذاشتند. هم شياز خود به نما دهيندتابش يهالسلو
 يسطح، در پارامتر ارتفاع سلول در پ يتوپوگراف يبردارنقشه

 دهيندتابش يهانسبت به سلول يکاهش معنادار زريل کيتابش 
 جينتا نيا ليشد. با تحل جاديا يبه لحاظ آمار يکاهش معنادار

تواند يم صرفاً  توانکم يزرهايتابش ل يمشخص شد که از طرف
با قبل  سهيدر سه راستا در مقاها را سلول يکيزيکاهش ابعاد ف

 زريتنها بعد از تابش ل گري. از طرف ددينما جاديا يدهاز تابش
سلول  يکيزيوات کاهش ابعاد فيليم 150نانومتر با توان  650
امر ممکن است با توان  نيمشاهده نشد که ا ييراستا چيدر ه
ر باط باشد. اگدر ارت زرهايل ريبا سا سهيدر مقا زريل نيا يبالا

 ريکاهش تکث زين زريل نيگفته شد، ا ترشيطور که پچه همان
 شود.ياستئوسارکوما را سبب م يهاسلول

ها اند مساحت سلول[ نشان داده39،38گذشته ] مطالعات
با  سهيدر مقا يبه صورت معنادار زانيوني يبعد از تابش پرتوها

امر در ارتباط  نيا کني. لابدييم شيگروه کنترل افزا يهاسلول
از  کي چيحاضر در ه قيدر تحق يزريل يبا تابش پرتوها

از  يتواند ناشيامر م نيمشاهده نشد که ا يسلول يهاهگرو
 يدر پرتوها يشناختستيآثار ز جاديا يهاسميتفاوت مکان

 رييپژوهش نشان دادند تغ نيا جيباشد. نتا زانيونيريو غ زانيوني
 3نانومتر با توان  650 زريپس از تابش ل معنادار مساحت صرفاً 

 نيدر ا يشود. از طرفيم يبا روند کاهش جاديوات ايليم
 زين زريبا سه ل دهيدتابش يهاسلول طيپارامتر مح زيپژوهش آنال

توان يبا گروه کنترل نشان داد. لذا م سهيکاهش معنادار را در مقا
 طيمح شيکه افزا زانيوني ينمود که بر خلاف پرتوها يريگجهينت

گذارند، يم شيکانفوکال به نما ريها را در تصاوو ابعاد سلول
 يمتفاوت يکيزيوفيب اررفت جاديتوان منجر به اکم يزرهايتابش ل

مطالعه  نيا گريد تيمز يشود. از طرفيم يسرطان يهادر سلول
در سه بعد و لحاظ  جينتا زيمشابه آنال يهابا پژوهش سهيدر مقا

سطح است که  يبر توپوگراف يارتفاع سلول مبتن ينمودن راستا
 از آن غفلت شده بود. ترشيپ

ال نشان داد مجموعه در فرکت فيط جينتا ليو تحل هيتجز
 72وان بعد از گذشت تکم يزرهايتحت درمان ل يهااغلب گروه

به سمت نامنظم  يدسيراقلياز منظر هندسه غ يدهساعت از تابش
 کيامر در دو بعد  نيکنند که ايم دايپ ليتما دمانيشدن در چ

سازد. يمتبادر م هنخط به ذ کيبا  سهيمربع پر شده را در مقا
 زريتحت تابش ل يهاتنها بعد فرکتال سلول انيم نيالبته در ا

 زيگروه کنترل تما يهاوات با سلوليليم 3نانومتر با توان  650
 زريل نيتر اامر ممکن است با توان کم نينداشت که ا يمعنادار
در ارتباط باشد و جالب آن که تابش  زرهايل ريبا سا سهيدر مقا

 جاديا يمعنادار رييتغ زيها نسلول ريدر درصد تکث فوق زريل
 رييتغ جيفرکتال با نتا فيط زيآنال جينتا سهينکرده است. با مقا

 يزرهايدرمان شده با ل ياستئوسارکوما يهادر اندازه سلول
پاسخ پارامتر بعد فرکتال  تيرسد که حساسيتوان به نظر مکم

هستند در  يدسيپارامترها که برآمده از هندسه اقل رينسبت به سا
است. از  ترشيها بسلول نشيچ يکربنديدر پ راتييتغ صيتشخ

توان به عنوان يپارامتر را م نيا يپزشک کيزيرو از منظر فنيا
جهت  يستيعلوم ز يهامولفه ريمکمل در کنار سا يشاخص

با  يانسان ياستئوسارکوما يهاسلول يروند درمان ينيبشيپ
 مطرح نمود. توانکم يزريل يپرتوها
 سهي[ با انجام مقا42] و همکاران Guzمشابه  يامطالعه يط

سالم و  يانسان اليتلياپ يهابعد فرکتال سلول نيب يقيتطب
استنتاج نمودند که  ياتم يروين کروسکوپيبه کمک م يسرطان

عدم  جهيو در نت يسرطان يهابعد فرکتال سلول يمقدار عدد
با  سهيدر مقا يرها به صورت معنادادر استقرار آن يريپذنظم

پژوهش حاضر  جينتا ياست. از طرف ترشيسالم ب يهاسلول
عدم  يسرطان يهابر سلول زريل ينشان داد با اعمال مولفه درمان

شود. يم جاديا يسرطان يهاسلول دمانيدر چ زين يترشينظم ب
[ نشان داد 43و همکاران ] Betancourt-Marمطالعه  نيچنهم

 يهارشد سلول زانيبعد فرکتال و م رييتغ انيم يروند معنادار
 رونيها وجود دارد. از اآن يکيناميبا رفتار د يانسان يتومور

 شنهاديمطالعه ذکر شده و پژوهش حاضر پ جيبر اساس نتا
بعد فرکتال و  رييتغ انيم يبستگهم يشود در مطالعات آتيم
ها آن يکيناميبا رفتار د يانسان يسرطان يهارشد سلول زانيم

 ليو تحل يمورد بررس زيتوان نکم زريل يدرمان با پرتوها يدر پ
 .رنديقرار گ

همراه بود.  تيمطالعه حاضر با دو محدود ياجرا روند
 وستهيدما با تابش پ زيناچ شياول آن که افزا تيمحدود
 ليتحل نديآن در فرآ رياست که تاث ريناپذاجتناب زريل يپرتوها
معطوف  زيدوم ن تي. محدودستين يکانفوکال قابل بررس ريتصاو

 نييتع منظورها به سلول يدر کانتور دست ياحتمال يبه خطاها
با حداقل سه بار تکرار در امر  نيو مساحت است که ا طيمح

و گزارش  يريگا، دقت مضاعف در هر مرحله اندازههيريگاندازه
 باشد.يهر سلول قابل صرف نظر م يبرا جينتا نيانگينمودن م

تعداد  شيپژوهش حاضر و افزا يهاافتهيتوجه به  با
 يسرطان يهادرمان سلول تيکه امروزه قابل يمطالعات

توان را کم زريل يبا پرتوها يدهتابشاستئوسارکوما توسط 
آمدن  دياز پد يدرمان را ناش نديفرآ تيمطرح نموده و موفق

اند،  برآورد نموده يها معرفسلول نيا ريدر روند تکث ياختلالات
و  يدسيبرآمده از هندسه اقل يکيزيف يپارامترها رييتغ
 اريمع کيبه عنوان  زين ريبر پردازش تصاو يمبتن يدسيراقليغ
ها سلول يکيو ژنت يستيرفتار ز نييدر کنار تع يآهنگ کمکشيپ

 .شوديم شنهاديپ يآت يهايبررس يبرا



 1400مهر و آبان (، 85 ي)پياپ 5، شماره 23جلد                                کومش

554 

 

 
 تشكر و قدردانی

دانشگاه علوم  يو فناور قاتيتوسط معاونت تحق قيتحق نيا
مورد  1709سمنان به عنوان طرح مصوب به شماره  يپزشک
ارشد رشته  ينامه کارشناسانياز پا يقرار گرفت و بخش تيحما

 .باشديشورچه م يبرات نيام يآقا يپزشک کيزيف
 

 منابع
[1] Duarte FJ, Hillman LW. Dye laser principles: With 

applications. Boston, Mass: Academic Press; 1990.  
[2] Duarte FJ. Tunable laser Applications. 2016. 

https://doi.org/10.1201/b19508 
[3] Feliks Przylipiak A, Galicka E, Donejko M, Niczyporuk 

M, Przylipiak J. Acomparative study of internal laser-assisted 
and conventional liposuction: A look at the influence of drugs 
and major surgery on laboratory postoperative values. Drug 
Des Dev Ther 2013; 7: 1195-1200. 
https://doi.org/10.2147/DDDT.S50828 

[4] Lasers for medical applications: Woodhead Publishing 
Limited; 2013. 

[5] Duarte FJ. Tunable laser Applications. 2009. 
https://doi.org/10.1201/9781420060584 

[6] Peng Q, Juzeniene A, Chen J, Svaasand L, Warloe T, 
Giercksky KE, Moan J. Lasers Medicine. Rep Prog Phys 
2008; 71: 05670. 
https://doi.org/10.1088/0034-4885/71/5/056701 

[7] Duarte FJ, Hillman LW, Liao PF, Kelley P. Dye Laser 
Principles: With Applications. 2014. 

[8] Ateş GB, Ak A, Garipcan B, Yüksel Ş, Gülsoy M, 
editors. Controversial effects of low level laser irradiation on 
the proliferation of human osteoblasts. Mechanisms for Low-
Light Therapy X; International Society for Optics and 
Photonics 2015. 

[9] Sonis ST, Hashemi S, Epstein JB, Nair RG, Raber-
Durlacher JE. Could the biological robustness of low level 
laser therapy (Photobiomodulation) impact its use in the 
management of mucositis in head and neck cancer patients. 
Oral Oncol 2016; 54: 7-14. 
https://doi.org/10.1016/j.oraloncology.2016.01.005 

[10] Laakso L, Claudia Renno A, McDonnell P, Parizotto 
N. The effects of laser irradiation on proliferation in 
osteosarcoma cell lines (MG63 and U2OS). 2007. 

[11] Shamsi F. Nanotechnology application in cancer 
treatment. Koomesh 2019; 21: 579-589. (Persian). 

[12] Ghodrati Z, Divsalar A. Biological properties, 
therapeutic and diagnostic applications of Samarium and 
Samarium nanoparticles. Koomesh 2021; 23: 20-38. 
(Persian). 
https://doi.org/10.29252/koomesh.23.1.20 

[13] Lizarelli RF, Lamano-Carvalho TL, Brentegani LG. 
Histometrical evaluation of the healing of the dental alveolus 
in rats after irradiation with a low-powered GaAlAs laser. 
International Soc Opt Photo 1999; 3593: 49-56. 
https://doi.org/10.1117/12.348360 

[14] Ueda Y, Shimizu N. Effects of pulse frequency of low-
level laser therapy (LLLT) on bone nodule formation in rat 
calvarial cells. J Clin Laser Med Surg 2003; 21: 271-277. 
https://doi.org/10.1089/104454703322564479 

[15] Ozawa Y, Shimizu N, Mishima H, Kariya G, 
Yamaguchi M, Takiguchi H, et al. Stimulatory effects of low-
power laser irradiation on bone formation in vitro. Int Soc Opt 
Photo 1995; pp: 281-288. 
https://doi.org/10.1117/12.207040 

[16] Renno AC, McDonnell PA, Crovace MC, Zanotto ED, 
Laakso L. Effect of 830 nm laser phototherapy on 
osteoblasts grown in vitro on Biosilicate scaffolds. Photomed 
Laser Surg 2010; 28: 131-133. 
https://doi.org/10.1089/pho.2009.2487 

[17] Amid R, Kadkhodazadeh M, Ahsaie MG, Hakakzadeh 
A. Effect of low level laser therapy on proliferation and 

differentiation of the cells contributing in bone regeneration. 
J Lasers Med Sci 2014; 5: 70-163. 

[18] Khadra M, Rønold HJ, Lyngstadaas SP, Ellingsen JE, 
Haanæs HR. Low-level laser therapy stimulates bone-
implant interaction: An experimental study in rabbits. Clin 
Oral Implant Res 2004; 15: 325-332. 
https://doi.org/10.1111/j.1600-0501.2004.00994.x 

[19] Silva Júnior AN, Pinheiro AL, Oliveira MG, Weismann 
R, Pedreira Ramalho LM, Amadei Nicolau R. Computerized 
morphometric assessment of the effect of low-level laser 
therapy on bone repair: An experimental animal study. J Clin 
Laser Med Surg 2002; 20: 70-83. 
https://doi.org/10.1089/104454702753768061 

[20] Torricelli P, Giavaresi G, Fini M, Guzzardella GA, 
Morrone G, Carpi A, Giardino R. Laser biostimulation of 
cartilage: In vitro evaluation. Biomed Pharmacother 2001; 
55: 117-120. 
https://doi.org/10.1016/S0753-3322(00)00025-1 

[21] Ueda Y, Shimizu N. Pulse irradiation of low-power 
laser stimulates bone nodule formation. J Oral Sci 2001; 43: 
55-60. 
https://doi.org/10.2334/josnusd.43.55 

[22] Crisan L, Soritau O, Baciut M, Baciut G, Crisan BV. 
The influence of laser radiation on human osteoblasts 
cultured on nanostructured composite substrates. Clujul Med 
2015; 88: 224-32. 
https://doi.org/10.15386/cjmed-433 

[23] Huertas RM, Luna-Bertos ED, Ramos-Torrecillas J, 
Leyva FM, Ruiz C, Garcia-Martinez O. Effect and clinical 
implications of the low-energy diode laser on bone cell 
proliferation. Biol Res Nurs 2014; 16: 191-196. 
https://doi.org/10.1177/1099800413482695 

[24] Bloise N, Ceccarelli G, Minzioni P, Vercellino M, 
Benedetti L, De Angelis MG, et al. Investigation of low-level 
laser therapy potentiality on proliferation and differentiation 
of human osteoblast-like cells in the absence/presence of 
osteogenic factors. J Biomedical Opt 2013; 18: 128-136. 
https://doi.org/10.1117/1.JBO.18.12.128006 

[25] Bayram H, Kenar H, Tasar F, Hasirci V. Effect of low 
level laser therapy and zoledronate on the viability and ALP 
activity of Saos-2 cells. Int J Oral Maxillofacial Surg 2013; 
42: 140-146. 
https://doi.org/10.1016/j.ijom.2012.03.026 

[26] Stein E, Koehn J, Sutter W, Schmidl C, Lezaic V, 
Wendtlandt G, et al. Phenothiazine chloride and soft laser 
light have a biostimulatory effect on human osteoblastic 
cells. Photomed Laser Surg 2009; 27: 71-77. 
https://doi.org/10.1089/pho.2008.2265 

[27] Chellini F, Sassoli C, Nosi D, Deledda C, Tonelli P, 
Zecchi-Orlandini S, et al. Low pulse energy Nd:YAG laser 
irradiation exerts a biostimulative effect on different cells of 
the oral microenvironment: "an in vitro study". Lasers Surg 
Med 2010; 42: 527-539. 
https://doi.org/10.1002/lsm.20861 

[28] Pyo SJ, Song WW, Kim IR, Park BS, Kim CH, Shin 
SH, et al. Low-level laser therapy induces the expressions of 
BMP-2, osteocalcin, and TGF-beta1 in hypoxic-cultured 
human osteoblasts. Lasers Med Sci 2013; 28: 543-550. 
https://doi.org/10.1007/s10103-012-1109-0 

[29] Medina-Huertas R, Manzano-Moreno FJ, De Luna-
Bertos E, Ramos-Torrecillas J, Garcia-Martinez O, Ruiz C. 
The effects of low-level diode laser irradiation on 
differentiation, antigenic profile, and phagocytic capacity of 
osteoblast-like cells (MG-63). Laser Med Sci 2014; 29: 1479-
1484. 
https://doi.org/10.1007/s10103-014-1557-9 

[30] Kara C, Selamet H, Gökmenoğlu C, Kara N. Low level 
laser therapy induces increased viability and proliferation in 
isolated cancer cells. Cell Prolif 2018; 51: e12417. 
https://doi.org/10.1111/cpr.12417 

[31] Guo Q, Xia Y, Sandig M, Yang J. Characterization of 
cell elasticity correlated with cell morphology by atomic force 
microscope. J Biomech 2012; 45: 304-309. 
https://doi.org/10.1016/j.jbiomech.2011.10.031 

[32] Ghazanfari S, Tafazzoli-Shadpour M, Shokrgozar MA. 
Effects of cyclic stretch on proliferation of mesenchymal 
stem cells and their differentiation to smooth muscle cells. 
Biochem Biophys Res Commun 2009; 388: 601-605. 
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.08.072 

https://doi.org/10.1201/b19508
https://doi.org/10.2147/DDDT.S50828
https://doi.org/10.1201/9781420060584
https://doi.org/10.1088/0034-4885/71/5/056701
https://doi.org/10.1016/j.oraloncology.2016.01.005
https://doi.org/10.29252/koomesh.23.1.20
https://doi.org/10.1117/12.348360
https://doi.org/10.1089/104454703322564479
https://doi.org/10.1117/12.207040
https://doi.org/10.1089/pho.2009.2487
https://doi.org/10.1111/j.1600-0501.2004.00994.x
https://doi.org/10.1089/104454702753768061
https://doi.org/10.1016/S0753-3322(00)00025-1
https://doi.org/10.2334/josnusd.43.55
https://doi.org/10.15386/cjmed-433
https://doi.org/10.1177/1099800413482695
https://doi.org/10.1117/1.JBO.18.12.128006
https://doi.org/10.1016/j.ijom.2012.03.026
https://doi.org/10.1089/pho.2008.2265
https://doi.org/10.1002/lsm.20861
https://doi.org/10.1007/s10103-012-1109-0
https://doi.org/10.1007/s10103-014-1557-9
https://doi.org/10.1111/cpr.12417
https://doi.org/10.1016/j.jbiomech.2011.10.031
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.08.072


 همکارانو امين براتي شورچه                       ...برداري توپوگرافي سطحيتحليل بعد فرکتال و نقشه

555 
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Introduction: Previous studies indicated that the low-level laser therapy has an effective role in modulation 

behavior of human osteosarcoma cells, which leads to change of cell proliferation, differentiation and adhesion. The 

aim of this study was to evaluate the effects of low-level laser therapy on the biophysical behavior of osteosarcomas 

based on the surface topographic mapping and fractal dimension analysis. 

Materials and Methods: Human osteosarcoma MG-63 Cells were cultured in DMEM-F12 with 10% FBS and 

were exposed by laser beams after reaching to confluence of 80% in the fourth passage. The lasers with characteristics 

of 532nm with the power of 25mW, 650nm with powers of 3mW and 150mw and 780nm with the power of 70mW 

were implemented for irradiation within 8 minutes and cell proliferation was assessed 72h after exposure time. In the 

next step, cell size changes in three dimensions were evaluated by using surface topographic mapping with atomic 

force microscopy and confocal imaging and fractal dimension analysis was performed by using the processing of 

confocal images. 

Results: The laser irradiation causes significant changes in proliferation, height, perimeter and area of 

osteosarcomas. Moreover, except 3mW laser, all of them create significant changes in fractal dimension compared 

with the non-irradiated cells. 

Conclusion: Assessing the fractal dimension besides the evaluation of three-dimensional cell sizes can be 

considered as a reliable index for the prognosis of the osteosarcomas response to low-level laser therapy. 
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