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 های صحرایی ماده  در موش ینقص استخوانترمیم بر  کم توان لیزر کاربردثیرات بررسی
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  چکیده 

متابولیکی در دیابت، کند. مهم ترین عارضه  در مبتلایان به دیابت نوع یک تشکیل استخوان مختل شده و ریز ساختار استخوان تغییر می مقدمه:

کاربرد لیزر کم توان در ترمیم  ثیراشود. هدف از تحقیق حاضر تعیین ت استئوپوروز بوده که با کاهش توده استخوانی و تخریب ساختار استخوان مشخص می
 باشد. نقص استخوانی در مدل تجربی دیابت و استئوپوروز می

: 1اب و به طور تصادفی به شش گروه شامل گرم انتخ 190-220ماهه، نژاد ویستار با وزن سر موش صحرایی ماده چهار  30 مواد و روش ها:

: لیزر+آلندرونیت 6(، و .A.Dیابتی)د: آلندرونیت 5(، .L.D: لیزردیابتی)4(، .Co.D: کنترل دیابتی)3(، .L: لیزر غیر دیابتی)2(، .Co کنترل غیر دیابتی)
و نقص استخوانی جزئی قرار گرفتند.  ها تحت عمل جراحی اوارکتومی القا شد. همه گروه 6و  5، 4، 3های  روه( تقسیم شدند. دیابت در گL.A.Dدیابتی).

Real-های تیبیا برداشت و  شد. بعد از یک ماه، استخواننقطه در محل نقص تابانده  3( به Hz 80 , 2J/cm 5/1 , nm 890 در گروه لیزر، لیزر کم توان)

time  PCR ها با روش  های گروه انجام شد. دادهANOVA با سطح معنی (داریP<0.05.مورد تحلیل آماری قرار گرفت ) 

ستئوپوروتیک در مقایسه اهای دیابتیک  داری در دانسیته استخوان تیبیای موش نشان داد که کاهش معنیt تحلیل آماری  های پژوهش: یافته

ها از  ونیت دیابتی با سایر گروهنشان داد که بین گروه لیزر+آلندر (ANOVA, P<0.05)های بیان ژن د. تحلیل دادهبا گروه کنترل غیر دیابتی وجود دار
 داری وجود دارد.  اختلاف معنی Osteocalcinو  Runx2نظر بیان ژن 

یم نقص استخوانی جزئی در باعث تسریع در ترمتوان گفت که درمان ترکیبی لیزر و آلندرونیت  ها می با توجه به یافته گیری: بحث و نتیجه

 شود. مدل تجربی دیابتیک استئوپوروتیک می
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 مقدمه 
 شامل( Diabetes Mellitus)شیرین دیابت بیماری

 وجه که بوده شایع متابولیک اختلالات از گروهی
 شیوع (.1)است میهایپرگلیس فنوتیپ در ها آن مشترک

 بالغ افراد در درصد 1 -7 بین مختلف جوامع در دیابت
 از مختلف مطالعات ایران در اما شود می زده تخمین

 3/7 از را بیشتری شیوع تهران لیپید و قند مطالعه جمله
(. 2)اند داده نشان سال 20 از بیش افراد در درصد 6/10 تا

از  یکیوان ـــعن به( Osteoporosis)استخوان پوکی
 میعمو بهداشت مشکلاتاز  یابت،د یماریعوارض ب

. (3)در حال رشد است جمعیت و سن یشبوده که با افزا
 یستمیکاست که با نقص س یعیاختلال شا یماری،ب ینا

و  شود یآن مشخص م یزساختارو ر یتوده استخوان
. طبق نظر (4)است یاستخوان های یآن شکستگ یجهنت

 استخوانی دانسیته اگر (WHO)جهانی بهداشت سازمان
 طبیعی میانگین زیر معیار انحراف برابر 5/2 حداقل

 باشد، پوست سفید جوان خانم یک استخوانی دانسیته
هر چند آمارهای ملی در  (.5)شود می تعریف استئوپوروز

خصوص زنان مبتلا به استئوپوروز در ایران در دسترس 
زنان درصد  47دهد که  نیست اما تحقیقات نشان می

درصد از  10ساله ایرانی از استئوپنی و  70تا  50شهری 
 .(6)برند استئوپوروز رنج می

در سطح سلولی در تحقیقی که اخیرا در محیط کشت 
انجام شده   MG63های شبه استئوبلاست روی سلول بر

است، محققان نشان داده اند که غلظت گلوکز زیاد به 
 مینرالیزاسیون ی ورشد سلول باعث افزایش طور مشخص

و بیان مارکرهای متعدد مرتبط با استئوبلاست نظیر  شده
runt-related transcription factor 2(runx2)، 

کلاژن نوع یک، استئوکلسین و استئونکتین را سرکوب 
کند در حالی که بیان مارکرهای آدیپوژنیک نظیر  می

peroxisome proliferator-activating receptor 

(PPAR)- γ، adipocyte binding protein(aP2) 
fatty acid ،resistin  وadipsin کند. در  را تقویت می

موافقت با نتایج محیط کشت فوق، تجزیه و تحلیل 
ها دیابت  هیستومورفومتریک در موش هایی که در آن

به وسیله استرپتوزوتوسین القاء شد افزایش تعداد 
های  یل کنندهـــــها و بیان تسه تـــاستئوکلاس
 tumor necrosis factorتوژنز شامل ــاستئوکلاس

(TNF)-α، macrophage colony stimulating 

factor(MCSF)، receptor activator of nuclear 

factor-κB ligand(RANKL) وvascular 

endothelial growth factor(VEGF)-A  را نشان
داد. تحقیقات مختلف نشان داده است که بخشی از اثرات 
دیابت در از دست رفتن استخوان ممکن است به وسیله 

باشد که به طور طبیعی  (kinin)ورهای هومورالفاکت
 بر بنا.  (7)کنند جریان خون، التهاب و درد را کنترل می

یماری دیابت اثرات منفی بر استخوان بندی دارد و این ب
ئوپوروز و شکستگی ناشی از ـــبا افزایش خطر است

 .(8)همراه است (fragility fracture)شکنندگی
ارتباط بین دیابت شیرین نوع یک و استئوپوروز طی 

های اخیر به آن  های گذشته تعریف شده و در سال دهه
عوامل ایجادکننده شکنندگی یکی از ت. توجه شده اس

 یتو فعال یزنقص در تما، استخوان در دیابت نوع یک
های دخیل دیگر شامل ورـــفاکت .است استئوبلاست

 (advanced glycation end products)تجمع
AGE   د که باعث نباشعوارض دیابت میاز و پیشرفت

 BMD (bone mineral density)شتر درـــکاهش بی
کند و خطر  گردد و کیفیت استخوان را بدتر می می

 .(9)دهد شکستگی را افزایش می

یت فتوبیواستیمولیشن لیزر در ـــاستفاده از خاص
بیولوژی و پزشکی به سرعت در حال افزایش است و 

های چشمگیری که در تحقیقات لیزر درمانی  پیشرفت
(low-level laser therapy) ده است توانایی رخ دا

ثر مشکلات ومتخصصان پزشکی را در درمان ایمن و م
نتایج تحقیقات  .(10)مختلف پزشکی افزایش داده است

توان از نوع  مختلف حاکی از اثرات مثبت لیزرهای کم
سریع التیام شکستگی در ـــ( بر تcontinuousپیوسته)

 in vitroو  in vivoهای حیوانی سالم در شرایط  مدل
سالی است که اثرات تابش  محققان چند .(11،12)است

های  توان از نوع پیوسته را بر بافت لیزرهای کم
یک بررسی و آزمایش کرده اند. در این استئوپوروت

تحقیقات استئوپوروز به طور تجربی و با برداشتن تخمدان 
در حیوانات آزمایشگاهی ایجاد شده است. تابش لیزر به 

ثیر مثبتی را نشان نداد اما تابش اهمراه کاربرد ورزش ت
لیزر به همراه داروی بیسفسفونیت موجب اصلاح 

 .(13)ها شد های موش هاستئوپنی ایجاد شده در مهر
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های اخیر توجه محققان بر نوع ضربانی در سال
((pulsed توان معطوف شده است و نتایج لیزرهای کم 

اوت تحقیقات مروری و آزمایشگاهی حاکی از اثرات  متف
نسبت به لیزرهای پیوسته در  (14)های ضربانیلیزر

 لذا .(15)تسریع بیشتر التیام شکستگی استخوان است
وان تکاربرد لیزر کم  ثیرتحقیق حاضر تعیین تا هدف از

در ترمیم نقص استخوانی در مدل تجربی دیابت و 
 باشد. استئوپوروز  می

 ها مواد و روش
 Wistarنژاد  ،ماهه 4های صحرایی ماده بالغ  موش

تهیه شد.  گرم از انستیتو پاستور ایران 220تا  190 با وزن
ها به مدت دو هفته در حیوانخانه محل  ابتدا موش

. تحقیق نگهداری شدند تا با شرایط جدید خو بگیرند
ها در طی دوره تحقیق دسترسی آزاد به آب و  موش

شتند. خوراک استاندارد)شرکت بهپرور، تهران، ایران( دا
 درجــــه 22حیوانخانه با درجه حرارت حدود  شرایط

رل ساعت روشنایی کنت 12و سیکل روشنایی سانتی گراد 
 .شد

 وسینــــوزوتــــرپتــــاستاز  القاء دیابت برای
(Streptozotocin; Enzo Life Sciences, Inc., 

Farmingdale, NY, USA ) به میزانmg/kg 40 
 از بعد گردید. استفاده صفاقی داخل صورت یک دوز به

ها  انتهای دم موش نمونه خون از یک هفته گذشت
 ,GM300; Bioneme)با دستگاه قندخون و شد گرفته

GmbH, Switzerland) در گیری گردید. اندازه 

 mg/dl  200 بالای ها آن خونقند میزان که صورتی

ک ماه و یمحسوب شدند. با سپری شدن  دیابتی بود،
ها مراحل القاء استئوپوروز  دیابتی شدن موشاطمینان از 
 انجام شد.

 ,Rotex)انی کتامینــــل عضلــــبا تزریق داخ

Germany)  به میزانmg/kg 50 بن  )جابرو دیازپام
ها  بیهوش  ، موشmg/kg 5به میزان حیان، ایران( 

راست و چپ  (Lumbar)شدند به ترتیب در نواحی پهلوی
حیوان برش کوچک با ضخامت کامل به وسیله اسکالپل 

در  میشد و شاخ راست و چپ لوله رحداده  15نمره 
سپس  .معرض دید قرار گرفت و تخمدان شناسایی گردید

از بافت چربی اطراف برداشته شد.  میتخمدان همراه با ک
، و catgut 04در انتها عضله به وسیله نخ بخیه جذبی

 ونـــــیه نایلـــــیله نخ بخـــبه وسپوست 

reversed cutting04 (SUPA, Iran)  دوخته
 24ها در زمان جراحی،  (. به موش1شماره  کلـــشد)ش

)جابر  ceftriaxoneساعت بعد از آن آنتی بیوتیک  48و 
داخل عضلانی  mg/kg 50به میزان بن حیان، ایران( 

شدند تزریق گردید. حیوانات به مدت دو ماه  نگهداری 
 2 گذشت پس از (.16ها القاء شود) تا استئوپوروز در آن

به عمل آمده از  CT Scanزمان جراحی با  ماه از
به دست آوردن عدد  و تیبیای چپاستخوان 

و مقایسه ( CT number(  )53/16±0/501)هانسفیلد
 کنترلروه ـــــبا گt-student روش به  اـــــه آن

قرار که تحت عمل جراحی یاد شده ( 32/15±6/671)
یید ائوپوروز تـــــوقوع است د،ـــه بودنــــگرفتــــن

 .(P<0.001)شد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 مراحل انجام عمل اوارکتومی .1شماره  شکل
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 Partial)خوانـــص جزئی استـــبرای ایجاد نق

Osteotomy)  ها به وسیله تزریق داخل عضلانی  موش
شدند. بعد از کتامین و دیازپام به روش ذکرشده بیهوش 

برش در پوست و کنار زدن عضلات، در استخوان تیبیای 
 fine-toothed circular microsawبه وسیله چپ 

(Delab; Dental Fabriktreffurt, Germany)  یک

نقص جزئی در نقطه میانی تنه استخوان تیبیا به قطر 
گردید. عضله به وسیله نخ بخیه  متر ایجاد میلی 5/1

 شدجذبی و پوست به وسیله نخ بخیه نایلون دوخته 
وتیک ـــی بیــــها آنت (. به موش2 شماره )شکل

ceftriaxone  تزریق گردید. بعد از عمل جراحی و احیاء
 (.17شد)ها اجازه تحرک نامحدود داده  ها، به آنموش

 
 پارشیال میمراحل انجام عمل استئوتو .2شماره  شکل

 
گروه آلندرونیت بعد از القاء دیابت و ایجاد نقص  در

( به ، ایران)البرز دارو 70 استخوانی، قرص آلندرونیت
ورت زیر جلدی تزریق ـــروزانه به ص mg/kg 3میزان 

 Mustang)توان گردید. در گروه لیزر ، لیزر کم می

2000, Technical Co., Moscow, Russia)  3به 
لیزر  شد قبل از نقطه در محل نقص استخوان تابانده می

و ( mg/kg50)ی کتامینـــبیهوش یها دارو به موش
روز در  3گردید تابش لیزر تزریق می ( mg/kg5 )دیازپام

شد. تابش  هفته به صورت یک روز در میان انجام می
هفته  لیزر یک روز بعد از ایجاد نقص شروع شده و چهار

مشخصات لیزر استفاده شده در جدول شماره ادامه یافت. 
ها با  موش عمل جراحی، هفته بعد از چهارآمده است.  1

شدند و تزریق بیش از حد داروی بیهوشی قربانی 
تحت  وها نمونه برداری گردید  استخوان تیبیای  چپ آن

قرار گرفت. تجزیه و تحلیل  Real-time PCRآزمایش 
 های به دست آمده انجام شد. آماری بر روی داده

 
 مشخصات  لیزر استفاده شده .1 جدول شماره

Parameters Dose and unit 
peak power output 80 W 

Average  power 1/15m W 

Power  density 21/15W/cm 

Wave length 890 nm 

Pulse  frequency 80 Hz 

Spot size 2cm 1 

Pulsed  duration 180 ns 

Duration  of exposure for each point 1300 s 

Energy  density 2J/cm 1/5 

 

و  Rankl، Runx2ای  ــــه ان  ژنــــبیبرای 
Osteocalcin  به روشReal-time PCR  ابتدا بافت

 1خرد شده و سپس در  استخوان در هاون چینی کاملاً
 در TRIzol(Invitrogen, USA) میلی لیتر محلول
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 کاملاً tissue lyser (Qiagen, GmbH)دستگاه 
 300از محلول حاصل،  ml1 هموژن شد به ازاء هر 

به مخلوط  (Merck, Germany)میکرولیتر کلروفرم
ثانیه هم زده شد.  15مورد نظر اضافه شده و به مدت 

 4دمای   در rpm  12000دقیقه در 15سپس به مدت 
فاز  گراد سانتریفیوژ شد. بعد از سانتریفیوژ، درجه سانتی

به یک میکروتیوب  RNAآبی بالایی برای استخراج 
جدید انتقال داده شد. هم حجم محلول موجود در 

ایزوپروپرانول اضافه شد. محتویات  میکروتیوب جدید،
 -20دقیقه در دمای  45تیوب مخلوط شده و به مدت 

دقیقه  15دت ــــنگهداری و به مگراد  درجه سانتی
گراد  درجه سانتی 4در دمای  rpm   12000در

سانتریفیوژ شد. محلول رویی دور ریخته شده و به 
 8درصد اضافه شده و به مدت  75اتانول  ml   1رسوب،

گراد(  درجه سانتی 4)دمای  rpm  7500دقیقه در
محلول رویی دور ریخته  سانتریفیوژ انجام گردید. مجدداً

و میکروتیوب حاوی رسوب به مدت چند دقیقه)حداکثر 
 RNAیقه( در دمای اتاق نگهداری شد تا رسوب دق 10

لاندا  30خشک شده  RNAخشک شود. به رسوب 
به  RNA . غلظتمحلول آب مقطر استریل افزوده شد

 ( Eppendorf,Germany)دست آمده با اسپکتروفتومتر

 .تعیین شدنانومتر 260در طول موج 
  RNA از میکرولیتر 1به ازاء  ، cDNAساخت برای 

 Random hexamerمیکرولیتر پرایمر  1استخراج شده، 
میکرولیتر آب مقطر اضافه شد. اجزاء با هم مخلوط  8و 

و به مدت چند ثانیه سانتریفیوژ شد. مخلوط درون 
درجه  70دقیقه در دمای  5دت ـــمیکروتیوب به م

به سرعت در یخ فرو برده  گراد نگهداری شده، سانتی
 3، یتر بافر واکنش دهندهمیکرول 3 و به آن،شد. 

 10میکرولیتر مخلوط داکسی نوکلئوتید تری فسفات 
میکرولیتر آنزیم ریورس ترانس  1و میلی مولار 

سپس در اضافه گردید  (Invitrogen. USA)کریپتاز
 15گراد به مدت  درجه سانتی 95در دستگاه ترموسایکلر 

 قراردقیقه  45درجه سانتی گراد به مدت  42دقیقه و در 
 داده شد. 

 ،Ranklهای  ابتدا پرایمر ژن PCRبرای انجام 
Runx2، Osteocalcin  های هدف و  به عنوان ژن

به عنوان ژن کنترل با استفاده از سایت 18srRNA ژن 
NCBI  طراحی شده و با استفاده از ابزارBLAST  این

صی به نواحی دیگر ژنوم سایت از نظر عدم اتصال اختصا
 شماره جدول در شدند. توالی این پرایمرهایید بررسی و تا

 آمده است.  2
 

 Rankl، Runx2،Osteocalcinهای   نام و توالی پرایمر ژن .2شماره  جدول
Primer sequences Gene 

Forward: 5′CCAGCATCAAAATCCCAAGTTCGC Rankl 

Reverse: 5′TTTGAAAGCCCCAAAGTACGTCGC 
Forward: 5′GTGCCTCCAACCTGTGTTTTCCC Runx2 

Reverse: 5′GTTTCGGTTTGCTACTGGGTGGG 

Forward: 5′GCTTCAGCTTTGGCTACTCTCC Osteocalcin 

Reverse: 5′GCTGTGCCGTCCATACTTTC 

 
پس از اطمینان از صحت عملکرد پرایمرها و سایر 

 Real-time PCRواکنش اصلی  ،PCRاجزای واکنش 
 Ampliconو کیت   Rotor geneبا استفاده از دستگاه 

SYBR green نسبی  انجام شد. در این  میبه روش ک
ای که بیان  در چرخه PCRروش میزان تکثیر محصول 

نامیده شده و  CT قابل ردیابی باشد تحت عنوانها  ژن
( srRNA 18مربوط به ژن کنترل) CTحاصل نسبت به 

مقایسه شد. مراحل انجام آزمون به این صورت بود که 
 3بار تکرار شد:  3واکنش برای هر ژن جهت هر نمونه 

واکنش برای ژن هدف. هر  3واکنش برای ژن کنترل و 
 Powerمیکرولیتر  5/6میکرولیتری شامل  13واکنش 

SYBR green master mix ، 1  میکرولیتر ازcDNA، 
میکرولیتر از  Forward، 5/0ز پرایمر میکرولیتر ا 5/0

بود. با  DEPCمیکرولیتر آب  5/4و  Reverseپرایمر 
رای هر بار ــونه و بــــاین ترکیبات بر اساس تعداد نم

یه و با ــــته Master mixراه اندازی دستگاه یک 
اجرا  3 شماره ده در جدولــــای داده شــــه برنامه

 شد.
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 Osteocalcinو  Rankl، Runx2های   برای  ژن Real-time PCRبرنامه  .3شماره  جدول

 برنامه زمان گراد( )درجه سانتیادم

 واسرشت شدن اولیه دقیقه10 95

  واسرشت شدن ثانیه 10 95

 جفت شدن ثانیه 30 60 سیکل 35

 طویل شدن ثانیه 25 72

 طویل شدن نهایی دقیقه10 72

 
 

به وسیله نرم افزارهای های به دست آمده  داده
Linreg PCR  و روشCt∆∆  آنالیز شدند. تهیه جداول

 2010نسخه  Excelو نمودارها با استفاده از نرم افزار 
 .(18)انجام شد

 ی پژوهشهایافته
 و یهمنظور مقایسه وزن اولها به  نتایج تحلیل داده

های مختلف، که با استفاده از  ها در گروه موش ثانویه
 ام پذیرفت، نشان داد کهـــده انجـــزوج ش tآزمون 

داری در  کاهش معنی 6و  2های  های گروه موش
 نتایج عددی تحلیل وزن در جدول وزنشان اتفاق افتاد.

 در جدول های دیابتی و قندخون برای گروه 4 شماره
 آمده است. 5 شماره

 
 

 

 های مورد مطالعه برای مطالعه اصلی به تفکیک گروه ثانویهو  یهنتایج تحلیل وزن اول .4شماره  جدول

 

 
 

 های مورد مطالعه های دیابتی به تفکیک گروه موش ثانویهو  یهنتایج تحلیل قندخون اول .5شماره  جدول
Mean±SEM Co.D. L.D. A.D. L.A.D. 

397  (mg/dl)قندخون اولیه  ± 49/2 444 ± 56/3 474 ± 44/3 345 ± 40/3 

410  (mg/dl)قندخون ثانویه ± 72/9 456 ± 74/2 400 ± 44/2 320 ± 44/7 

 

 
 

های موجود در  تحلیل عدد هانسفیلد برای گروه
تحقیق به منظور بررسی میزان دانسیته کال استخوانی 

اختلاف  نشان داد که ANOVAانجام گرفت. تحلیل 
های  داری در دانسیته کال استخوانی تیبیا در موش معنی

در مقایسه  5و  4، 3های  دیابتیک استئوپوروتیک گروه
داری  افزایش معنی با گروه کنترل غیر دیابتی وجود دارد.

در مقایسه با  6در دانسیته کال استخوانی تیبیا در گروه 

افزایش  گروه کنترل دیابتی و لیزر غیر دیابتی وجود دارد.
در  4داری در دانسیته کال استخوانی تیبیا در گروه  معنی
 ی وجود دارد.ـــنترل دیابتــــسه با گروه کــــمقای

ی تیبیا در داری در دانسیته کال استخوان اختلاف معنی
 در مقایسه با گروه کنترل غیر دیابتی وجود دارد. 2گروه 

جزئیات بیشتری را از این مقایسه در  3شکل شماره 
 دهد. اختیار قرار می

 

L.A.D. A.D. L.D. Co. D. L. Co. Mean±SEM 
213/0 ± 6/3 211/0 ± 8/9 197/8 ± 11/2 187/0 ± 19/2 234/0 ± 10/3 227/6 ±  gوزن اولیه  6/3

183/8 ± 7/7 207/2 ± 6/8 186/6 ± 5/6 189/0 ± 17/2 211/0 ± 10/5 227/4 ±  gوزن ثانویه  6/3

P = 0/00 P = 0/43 P = 0/20 P = 0/83 P = 0/01 P = 0/94 p-value 
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 های مقایسه بین گروه برای عدد هانسفیلد ناحیه کال استخوانی Mean±SEM .3شکل شماره 

 LSD(P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)و آزمون  ANOVAمورد مطالعه به روش  

 

 Realهای حاصل از  برای داده ANOVAتحلیل 

time-PCR های مختلف در مقایسه  به تفکیک در گروه
 Ranklبا گروه کنترل دیابتی انجام شد. از لحاظ بیان 

از نظر  ها دیده نشد. داری بین گروه هیچ اختلاف معنی
ابتی با ــیت دیــــبین گروه لیزر+آلندرون Runx2بیان 

های کنترل غیر دیابتی و لیزر دیابتی اختلاف  گروه
ظر بیان ـــــاز ن ت.ــــداری وجود داش آماری معنی

Osteocalcin  بین گروه لیزر+آلندرونیت دیابتی با سایر
داری وجود  عنیـــــاری مــــلاف آمـــها اخت گروه

 داشت.
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 های مقایسه بین گروه Ranklبرای بیان ژن  Mean±SEM .4شکل شماره 

 LSDو آزمون  ANOVAمورد مطالعه به روش  
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 های مورد مطالعه  مقایسه بین گروه Runx2برای بیان ژن  Mean±SEM .5شکل شماره 

 LSD(*P<0.05, **P<0.01)و آزمون  ANOVAبه روش 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های مقایسه بین گروه Osteocalcinبرای بیان ژن  Mean±SEM .6شکل شماره 

 LSD(*P<0.05, **P<0.01)و آزمون  ANOVAمورد مطالعه به روش  

 

 

 و نتیجه گیری بحث
 نتایج تحقیق نشان داد که تیمار ترکیبی لیزر+

 Osteocalcinو   Runx2آلندرونیت باعث افزایش بیان
وان تیبیا در ـــدر التیام مدل تجربی نقص جزئی استخ

های ماده دیابتیک و استئوپوروتیک در مقایسه با  موش
کم توان  یزرل یکاستئوژن اثراتشود.  ها می دیگر گروه

و   in vivoدر  یول استخوانــسل یرثــــبر تک یضربان

in vitro (19،20 )آن در  ترمیم و استخوانی نقص بر و
 ( گزارش شده است. 17) 1حیوانات مبتلا به دیابت نوع 

 کافی یاز توده استخوان 1نوع  یابتمبتلا به د یمارانب
 آن علت ینتر مهم رسد می نظر به و یستندبرخوردار ن

 یها دوره با دیابت .باشداستخوان  یلاختلال در تشک
 احتمال که شود میهمراه  یپرکلسیوریه و گلوکوزوری
  یپوک ها، نـیبر ا علاوه .کند می بیشتر را ها شکستگی
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و از عوارض  ها یعنوان علت مهم شکستگ بهاستخوان 
قرن  یارتوپد یها چالش ینتر از بزرگ یکی یابت،د
 .(21)باشد می یکمو  یستب

 جذب و تشکیل در مهم فاکتور سه تحقیق این در
 تجربی مدل در شکستگی ترمیم روند طی در استخوان

 یبررس با)گرفت قرار بررسی مورد استئوپوروز و دیابت
 یساز مدل ین،انجام شده توسط محقق یقبل یکارها
 یجادزمان، ا دو اختلال به صورت هم یشگاهیآزما

از  یزرآن توسط ل یمترم یدر استخوان و بررس یشکستگ
 .(آید یمطالعه حاضر به حساب م های ینوآور

Runx2 خانوادهاست که به  یسیفاکتور رونو یک 
 in vivo و  in vitroمطالعات  .تعلق دارد runt ینپروتئ

 یضرور یسیرونو فاکتور Runx2دهد که  ینشان م
شدن  یو معدن یکسماتر تولید ،استئوبلاست یزتما یبرا

 یعیرشد طب یبرا Runx2 یان. سطح بباشد یاستخوان م
منجر به رشد  ژن این یانب کاهشبوده و  مهماستخوان 

 توسط نیاستئوکلس. (22)شود یاستخوان م یعیطب یرغ
 و کیمتابول میتنظ در و شود یم ترشح استئوبلاست

فعال کننده  یرندهگ لیگاند. دارد نقش استخوان ساخت
 کنندهتحریک فاکتور و (RANKL)یا هسته kBفاکتور 
 کلاستوژنزتئوـــــاس برای (M-CSF)ماکروفاژ کلونی
 یجادا باعث ها پروتئین ینو کمبود ا بوده یضرور
 یرا برا M-CSF منبع . RANKL شود یم پتروزاستئو

 یها سلول کند. یم یکتحر ها کلاستاستئو ساخت
ها اهداف اکثر عوامل  و استئوبلاست یاسترومائ

 بیان افزایشاثر را با  اینهستند که  کلاستوژنزاستئو
RANKL (23)کنند می اعمال. 

وسته بر ـــپی Ga Al Asتوان  اثرات لیزر کم
های دراز سالم)به جای نقص استخوانی جزئی  استخوان

با  1در مطالعه حاضر( در یک مدل حیوانی دیابتی نوع 
STZ  کم(. لیزر 24مطالعه شد) پاتروسینیو سیلواتوسط 

روز بعد از القاء دیابت شروع شد)به جای  15توان پیوسته 
جلسه  18روز در مطالعه حاضر(. تابش لیزر به مدت  30

روز در مطالعه  30 روز انجام شد)به جای 42در طی 
باعث افزایش  1حاضر(. نتایج نشان داد که دیابت نوع 

شود. به نظر  در نواحی بازجذبی استخوان کورتیکال می
د که تابش لیزر قادر به تعدیل این عدم تعادل رس می

های دیابتی تیمار شده با لیزر  باشد. علاوه بر این موش

های دیابتی کنترل، افزایش بافت  در مقایسه با موش
کورتیکال را نشان دادند. این نتایج ممکن است در ارتباط 

توان پیوسته بر تکثیر سلولی و  با اثرات تحریکی لیزر کم
یسم بافت استخوانی باشد. به علاوه لیزر پیوسته متابول

 BMDو  BMCداری در نیروی حداکثر،  افزایش معنی
ثر بودن ودر مقایسه با گروه کنترل دیابتی ایجاد کرد. م

و ایجاد کاهش در قطر  1در القاء دیابت نوع  STZمدل 
انیکی و متغیرهای ــــیومکـــکورتیکال، پارامترهای ب

ین مطالعه نشان داده شد. علاوه بر این، دنسیتومتری در ا
نه تنها متابولیسم استخوانی  LLLTرسد که  به نظر می

دهد  کند و نواحی باز جذبی را کاهش می را تحریک می
، نیروی شکستگی، نواحی RUNX2چنین بیان  بلکه هم

دهد. این  را افزایش می BMC و BMDکورتیکال، 
مطالعات بیشتری در زمینه محققین پیشنهاد کردند که 

توان در استخوان دیابتی از طریق  مکانیسم عمل لیزر کم
 آزمایشات حیوانی و بالینی انجام شود.

فر و همکاران با القاء دو  محسنیدر تحقیقی دیگر 
های صحرایی و تابش  مدل تجربی استئوپوروز در موش

و سپس  توان به مدت دو ماه بر استخوان تیبیا لیزر کم
نشان دادند  Real time-PCRا مطالعه بافت شناسی و ب

داری حجم استخوان  که استئوپوروز به طور معنی
ترابکولار، حجم کل مغز استخوان و تعداد استئوسیت و 

 ه با گروه سالم کاهش داد. همــاستئوبلاست را در مقایس
داری در حجم استخوان کورتیکال و  چنین افزایش معنی

ست در مقایسه با گروه سالم وجود داشت. تعداد استئوکلا
داری را از  هیچ اختلاف معنی  Real time-PCRآنالیز

و کلاژن  TGF-ß،IGF-Ӏ،BMP-2های نظر بیان ژن
 (. 25های مورد مطالعه نشان نداد) نوع یک بین گروه

ثیر امیلادی ت 2011و همکاران در سال  فاوارو پایپی
توان را بر نقص جزئی استخوان تیبیا مورد  لیزر کم

بعد  25و  13، 7بررسی قرار دادند. حیوانات در روزهای 
از جراحی قربانی شدند. نتایج بافت شناسی، بافت همبند 
پر عروق و رسوب بافت استخوانی اولیه را در گروه لیزر 

 Real-timeدر مقایسه با گروه کنترل نشان داد. نتایج 

PCR ن افزایش بیاRunx2  بعد از جراحی  25را در روز
گیری این بود که تیمار با لیزر اثرات  آشکار ساخت. نتیجه

در  های استئوژنیک را عمدتاً بافت شناسی و بیان ژن
 (. 26دهد) مراحل آخر ترمیم نشان  می
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 GaAlAs 980 ودــــــید زریل ریثات پارک وکانگ

ترمیم را در  2J/cm 13.95, secs 60W,  0.01 ,نانومتر
م صحرایی سال یها موش در برداشته شده نیدنداحفرات 

 یابیرزا جراحیبعد از  14و  7، 5، 3 یدر روزها و دیابتی
نشان داد که   RT- PCRشناسی و  مطالعه بافتکردند. 

در استخوان  لیتشک یابتید ییصحرا یها در موش
 لیتشک تر بود. نییپا 14ها در روز  گروه ریبا سا سهیمقا

 از گروه بیشتر لیزرتحت تابش  یها استخوان در موش
 یها در موش RUNX2 انیب میزان بود. کنترل
ل نسبت به گروه کنتر لیزرتحت تابش  یابتید ییصحرا

الاتر ب یبه طور قابل توجه 14 ، و7، 5 روزهای در یابتید
مطالعه  یها در همه گروه نیاستئوکلس انیب زانیم. بود
 انیب زانیمچنین  هم. داشت شیافزا یابتیدکنترل  جزبه 

روز  در کنترل سالمنسبت به  تیماردر گروه  نیاستئوکلس
 (.27)بالاتر بود 3

 ثیرامیلادی ت 2015و همکاران در سال  پیوا مگری
ا در بیــــتوان را بر ترمیم نقص استخوانی تی لیزر کم

های صحرایی دیابتی بررسی کردند. این تحقیق  موش
وزهای شامل یک گروه کنترل به همراه سه گروه لیزر با د

 و 15ها در روزهای  بود.  موش 2J/cm 120و  60، 30
 میبعد از جراحی قربانی شدند. ایمونوهیستوشی 30

های  را در گروه RANKLو کاهش  RUNX2افزایش 
در حالی  این (.28ل نشان داد لیزر در مقایسه با گروه کنتر

نشان  حقیق حاضرت Real-time PCRاست که نتایج 
ها وجود  اختلافی بین گروه Ranklداد که از نظر بیان 
وه بین گر Osteocalcinو   Runx2ندارد اما از نظر بیان 
ا اختلاف ـــه ی با دیگر گروهــــلیزر+آلندرونیت دیابت

 مطالعات بیشتر طورکلی به داری مشاهده شد. معنی
 در دخیل های ژن بر لیزر مثبت ثیرات بیانگر شده انجام

 .باشد می سازی استخوان

 یژن یها پروفایل همکاران و بکریکلی چنین هم
 اناستخو در را کلاستوژنزاستئو و ژنزاستئومرتبط با 

به  و دادند قرار بررسی مورد یرافراد جوان و پ اسفنجی
به  کلسینئواست و RUNX-2 یانب که یدندرس یجهنت ینا

  هیسجوان در مقا اسفنجیدر استخوان  یطور قابل توجه
 

 (.29)کرد پیدا بیان افزایشبا افراد مسن 
به تنهایی علت بی اثر بودن لیزر کم توان ضربانی 

ئوپوروتیک را این طور ــیک استـــبر موش های دیابت
توسط  توان توجیه کرد که مدل دیابت القاء شده می

استرپتوزوتوسین و اوارکتومی دو طرفه که در مطالعه 
ای عمیق بوده که بافت  حاضر استفاده شده به اندازه

استخوانی استئوپوروتیک قادر به پاسخ صحیح به اثر 
بیواستیمولیتوری لیزر کم توان ضربانی یا آلندرونیت به 
تنهایی نبوده است. از طرف دیگر دوز انتخاب شده بر 

ای بود که افزایش استحکام استخوان را  طالعهاساس م
اثر لیزر بر هم چنین نشان داد.  (30)های سالم در موش

های  به صورت موضعی بوده در حالی که بیماری بافت
 هایی سیستمیک هستند. دیابت و استئوپوروز بیماری

ی شان داد که مدل حیوانـــقیق نـــنتایج این تح
STZ-D  ک اثر یاستفاده شده در این تحقیق، دارای

وه بر منفی بر ترمیم نقص استخوانی جزئی تیبیا بود. علا
فزایش زر و آلندرونیت باعث اــــاین، تیمار ترکیبی لی

با  معنی دار در ترمیم نقص استخوانی جزئی در ارتباط
در مقایسه با  Osteocalcinو   Runx2افزایش بیان

انی اثر توان ضرب اگر چه لیزر کم ود.ش ها می دیگر گروه
 استئوژنیک دارد ولی به علت هم زمانی دیابت، نقص

قیقات استخوانی و پوکی استخوان ناشی از اوارکتومی، تح
یا داربست دیگر  بیشتری در مورد یک عامل ضد پوکی

یر ثاتپیشنهاد می شود چنین  استخوانی لازم است. هم
مان با م زـــاربرد هــــلیزر در چند دوره زمانی و یا ک

حل مغز استخوان در م مییــــهای بنیادی مزانش سلول
 مورد مطالعه قرار گیرد.  ،نقص

 سپاسگزاری
ه با تشکر از دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ک

م همود نشرایط لازم برای اجرای این تحقیق را فراهم 
ن چنین از غزال قریشی به خاطر همکاری در انجام ای

 شود.  لعه قدردانی میمطا

یته ــمـــ)ک 10397-1393-1-91-13237کد اخلاق: 
هید ــــی شـــــاخلاق پزشکی دانشگاه علوم پزشک

   بهشتی(
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Abstract  

Introduction: Bone formation is disturbed in 

type 1 diabetes followed by changes in the 

bone microstructure. The most important 

metabolic disorder in diabetes is 

osteoporosis, which is characterized by bone 

loss and bone structure degradation. This 

study aimed to determine the effect of low-

power laser on bone defect repair in the 

experimental model of diabetes and 

osteoporosis. 

 

Materials & Methods: A total of 30 four-

month-old female Wistar rats weighing 190-

220 g were selected and randomly divided 

into six groups, including 1: non-diabetic 

control (Co.), 2: non-diabetic laser (L.), 3: 

diabetic control (Co.D.), 4: diabetic laser 

(L.D.), 5: diabetic alendronate (A.D.), and 6: 

diabetic laser + alendronate (L.A.D.). 

Diabetes was induced in groups 3, 4, 5, and 

6. All groups underwent ovariectomy and 

partial bone defect. In the laser group, a low-

level laser (890nm, 80 Hz, 1/5J / cm 2) was 

radiated to 3 points at the defect location. 
Tibia bones were collected, and Real-time 

PCR was performed after a month. The data 

were analyzed using ANOVA. A p-value 

less than P<0.05 was considered statistically 

significant. Ethics code: 13237-91-1-1393-

10397 

 

Findings: The t-test showed a significant 

decrease in tibia bone density in diabetic and 

osteoporotic rats, compared to the non-

diabetic control group. Moreover, analysis 

of gene expression data (ANOVA, P<0.05) 

revealed a significant difference between the 

group of diabetic laser + alendronate and 

other groups in terms of Runx2 gene 

expression and Osteocalcin. 

 

Discussions & Conclusions: According to 

the findings, laser therapy combined with 

alendronate can accelerate the repair of 

partial bone defect in the experimental 

model of diabetes and osteoporosis. 

 
Keywords: Low-level laser, Osteoporosis, 

Partial bone defect, Real-time PCR, Type 1 

diabetes 
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