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 پدر ، مهربانی مشفق ، بردبار و حامی  
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 همیشگی و پشتوانه های زندگیم. خواهر و برادر م همراهان 
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 از :شکر و سپاس بیکران ت
به خاطر همه ی تلاشهای محبت آمیز ی که در دوران  پدر و مادر عزيزممحضر ارزشمند 

 .اند آموختهمهربانی چگونه زيستن را به من  مختلف زندگی ام انجام داده اند و با
 .رفیق راه بودکه مسیح وار با صبرش در تمامی لحظات  همسر مهربانم

جناب آقای دکتر سید ايمان و  مومنی مهدی جناب آقای دکتر استادان فرزانه و فرهیخته 

 . که در راه کسب علم و معرفت مرا ياری نمودند حسینی

 .نمودکه مرا صمیمانه و مشفقانه ياری  پروين عنايتیخانم دوست گران مايه ام 

 .بدرقه ی راهم بودآنان که نفس خیرشان و دعای روح پرورشان 

 . به من کمک کن تا بتوانم ادای دين کنم و به خواسته ی آنان جامه ی عمل بپوشانم خدايا

 . پروردگارا حسن عاقبت ، سلامت و سعادت را برای آنان مقدر نما
پژوهش جهت  و همراه و همسو با علم و دانش و خدايا توفیق خدمتی سرشار از شور و نشاط

 .ايران کهنسال عنايت بفرمارشد و شکوفايی 
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 تعهدنامه

 فیزیک اتمی مولکولی گرایش پلاسمادانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته اسما اسحقی اینجانب 

 مشعل تاثیر بررسی "دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه فیزیک و مهندسی هسته ایدانشکده 

تحت  " پستان سرطان های سلول سلولی مهاجرت و توکسیسیتی میزان بر اتمسفری سرد پلاسمای

 شوم :متعهد میدکتر  مهدی مومنی و دکتر سید ایمان حسینی راهنمائی آقایان 

 .تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است 

  . در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی

 در هیچ جا ارائه نشده است .

  باشد و مقالات مستخرج با نام کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می «

به چاپ خواهد «  Shahrood  University  of  Technology» و یا « دانشگاه صنعتی شاهرود 

 رسید .

 اند در مقالات حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بوده

 گردد.مستخرج از پایان نامه رعایت می

  مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای آنها ( استفاده شده در کلیه

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است .

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا

 و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است .استفاده شده است اصل رازداری ، ضوابط 

 تاریخ                                                        

 امضای دانشجو                                                                                                    

 مالکیت نتایج و حق نشر

 های و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب ، برنامه کلیه حقوق معنوی این اثر

ای ، نرم افزارها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود رایانه

 باشد . این مطلب باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود .می

 .باشدمرجع مجاز نمیاستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر 
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 چکیده

‌

ی و القای آپوپتوزیس انتخاب تکثیر، اتصال و مهاجرت سلولی استفاده از پلاسمای سرد موجب کاهش

تاثیر مخربی بر روی سلول های سالم ندارد و به همین منظور  در سلول های نئوپلاستیک شده اما

های سرطانی باشد. در  تواند روش درمانی مناسبی در مقایسه با دیگر روش های درمانی برای سلول می

این پژوهش از دستگاه جت پلاسما و گاز هلیوم برای ایجاد پلاسما در دمای اتاق به صورت تابش 

، دبی   KV 5 ، ولتاژ  KHz 20با فرکانس (MCF_7)های سرطانی پستان ای برای درمان سلول  نقطه

2.5 L/min    ثانیه با سه دوز مختلف  120در مدت زمان(duty cycle 3,4,5)  استفاده شد و با استفاده

های تیمار شده مورد بررسی قرار گرفت.  درصد زنده ماندن سلول (MTT)از آزمایش سمیت سلولی 

نیز انجام شد و نتایج توسط دستگاه الایزا  مورد   Real Time PCRتست های مهاجرت سلولی  و 

بهترین تاثیر پلاسما و      duty cycle = 5 𝜇در MTTسنجش قرار گرفت. طبق نتایج، در آزمایش 

ترین افزایش آپوپتوز را نشان ، بیشساعت پس از درمان 72در  شد، همچنینبیشترین آپوپتوز دیده 

اما در تست مهاجرت سلولی نتایج درمان نشان دهنده افزایش مهاجرت سلولی نسبت به گروه  .داد

بیان      Duty cycle =5 𝜇 نشان دهنده این است که در   Real Time PCRکنترل است. نتایج  

 آپوپتوز را داشته است. ءکه بیشترین القا بیشتر بوده و بدین معنا است)ژن القای آپوپتوز(  Baxژن 

جت ، Real Time PCR، مهاجرت سلولی، MCF_7، MTT ،پلاسمای سردکلمات کلیدی: 

 .پلاسما
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 مقدمه 1-1

توسرعه یافتره اسرت کره      سرطان پستان شایعترین نوع سرطان در میران زنران سراکن در کشرورهای    

سررطان پسرتان    .[1]دهنرد  سرالگی ر  مری   94ترا   71سرطانهای پستان در سنین % از 17متاسفانه 

پنجمین عامل منجر به مرگ در میان سایر بدخیمی هاست. سالانه هشت هزار و نود مورد جدید مبتلا 

بیمار در هر سرال جران خرود را از     1911شوند که از این میان بیش از  به سرطان پستان شناخته می

. [7ای متفاوت درمان ایرن بیمراری اسرت]   شیوع بالا مهمترین علت بررسی راه ه دهند. این دست می

پزشکی یک حوزه در حال شکل گیری شامل ترکیبی از فیزیک پلاسما و مهندسی پزشرکی،   یپلاسما

رای مصرارف درمرانی بررسری مری کنرد.      پزشکی، مهندسی زیستی است که استفاده از پلاسماها را بر 

یونی نزدیک  با درجه حرارتماهای اتمسفری باعث ایجاد پلاسماهای سرد پیشرفت های اخیر در پلاس

به دمای اتاق شده اند. در برنامه های اولیه، با استفاده از پلاسماها سطوح ییر زنده تحت درمران قررار   

. در ایرن پرژوهش   [9]گرفتند که در نتیجه، اثرات مطلوبی در تحقیقات زیست پزشرکی داشرته اسرت   

 .ن پستان می باشدرد پلاسمای اتمسفری سرد در درمان سرطاهدف، بررسی کارب

 سرطان پستان 1-3

پستان، تمایل سرطان پستان دومین عامل مهم مرگ و میر ناشی از سرطان در زنان می باشد. سرطان 

بره همرراه خواهرد     ن کننرده اسرتخوانی را  استخوان دارد که در نتیجه عوارض ناتوا 1زیادی به متاستاز

درصد از افراد مبتلا به سرطان پستان پیشرفته دچرار متاسرتاز اسرتخوانی     25داشت. به طور متوسط، 

در اسکلت استخوانی، سلول های سررطانی بایرد    شده می شوند. برای رشد سلول های سرطانی منتشر

اسرتخوان تکثیرر    در مغز استخوان جای بگیرند، محلی که سلول های متاستاتیک سررطان پسرتان در  

شده و فرایندهای بازسازی طبیعی استخوان را مختل می کنند. گزینره هرای درمرانی امرروز سررطان      

مرل و  جراحری و رادیروتراپی محردودیت هرای زیرادی دارنرد از جملره ریشره کنری ناکا          شاملپستان 

                                                          ‌
1
 Metastasis‌‌
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 بی تومورهرا و های جدید می توانند به صورت  انتخا. در نتیجه، درمان رانتخابی سلول های سرطانییی

دست  و بافت ها ی سالمسلول ها تعداد زیادی از ببرند، در حالی که سلول های سرطانی گذرا را از بین

 .[4]نخورده باقی خواهند ماند 

 پستان 1-2

  لروب  71 ترا  15 از پسرتان  هرر . دارنرد  قررار  پوشرانند  می را ها دنده که سینه قفسۀ ناحیه در ها پستان

 ریرزی   هرای  یرده  شامل هم ها       لوبول. دارند تری       ریز های       لوبول ها       لوب این از کدام هر که شده، تشکیل

 نرام  بره  نرازکی  هرای  لولره  بره  ها       لوبول از شیر نوزاد، تولد از بعد. کنند تولید شیر توانند       می که هستند

 نام به پوست از رنگی تیره ناحیه مرکز در پستان نوک. رسد       می پستان نوک به و ریزد می شیری مجاری

 .است پرکرده فیبروز بافت و چربی را شیری مجاری و ها       لوبول بین. دارد قرار پستان هالۀ

 یردد  نرام  بره  کروچکی  و گرد اندام به ها       رگ این که دارند، وجود هم لنفاوی عروق همچنین پستان در

 در و ترقروه  اسرتخوان  بالای بغل، درزیر پستان نزدیک لنفاوی یدد های       دسته. شوند       می منتهی لنفاوی

 دیگری مضر مادۀ هر و سرطانی های سلول ها، باکتری لنفاوی یدد. دارند قرار پستان پشت سینه قفسۀ

 .کنند می جذب خود به را
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 .پستان(  1-1) شکل

 درک بهتر سرطان 1-4

 را بردن  اعضرای  هرم  هرا  بافت و شود       می شروع سازند       می را        بافت که هایی       بلوک یعنی سلول، از سرطان

 کره  سلولی. دهند       می تشکیل را جدید های       سلول و کنند       می رشد بدن، نیاز با ها       سلول معمولاً .سازد می

 وجرود  به اشکال روند این در گاه .گیرند       می را آن جای دیگری جدید های       سلول و میرد       می شود،       می پیر

 که وقتی هم پیر های       سلول و شوند       می تشکیل جدید های       سلول ندارد، نیازی بدن که       حالی در و آید       می

 یرا  یرده  تروده،  آنها به که دهند       می تشکیل را ها       بافت از ای       توده اضافی های       سلول این. میرند       نمی باید،

 .گویند       می تومور

 سررطان . شروند        مری  یافرت  پستان نزدیک لنفاوی یدد در معمولاً انتشار، صورت در سرطانی های       سلول

 کبرد،  ها،       استخوان از عبارتند نقاط ترین       رایج. شود می منتشر بدن دیگر نقاط تمام به تقریباً هم پستان

 اگرر  مرثلاً . دارد را اولیره  تومرور  نرام  همران  و ییرعادی های       سلول همان هم جدید تومور. مغز وها        ریه

 هرای        سرلول  واقرع  در اسرتخوان  داخرل  سرطانی های       سلول کند، سرایت ها       استخوان به پستان سرطان

 همین به استخوان؛ سرطان نه است، پستان متاستاتیک سرطان هم بیماری نام. هستند پستان سرطان

 سررطان  نروع  ایرن  پزشکان. استخوان سرطان نه است پستان سرطان درمان مانند هم آن درمان دلیل



5 
 

. اسرت  خریم        برد  یرا  و خریم  خروش  یا تومور.نامند       می متاستاتیک بیماری یا «دوردست» تومور را جدید

 تومورهای از تر       وخیم کلی طور       به بدخیم تومورهای ولی دارند جانی خطر ندرت       به خیم خوش های       تومور

 [.5] دارند جانی خطر ایلب و هستند خیم خوش

 

 .سلول سرطانی ( 3-1) شکل

 روش های رایج درمان سرطان 1-3

 درمرانی و درمران بیولوژیرک    شریمی  و درمانی، پرتو درمرانی  هورمون شامل جراحی، رایج های درمان

، خرونی  سرلولهای  کراهش  ، اسرتفرا   و ، تهروع مرو  ریزش شامل عوارض آنها ترین شده شناخته است.

 عملکرد ییرانتخرابی  آن، نقص مهمترین جانبی، عوارض از نظر صرف قاعدگی و ییره هستند. اشکالات

 [.1]دهند می قرار هدف مورد نیز را سالم سلولهای سلولهای سرطانی، بر علاوه زیرا روشهاست، این

شیمی درمانی و رادیوتراپی به دلیل خواص سمی برای سلول های سالم و سلول های جنسی موجب از 

 [.2-6]دست رفتن عملکرد سلول های سالم و نیز سلول  های جنسی در بیضه و تخمدان می شود

مبتنی بر واکنش های حرارتی هستند و باعث مرگ تصادفی سلول هرا مری     جراحی های لیزر سنتی،

هرای ییرحرارتری   شوند و حتی ممکن است آسیب دائمری بره بافرت وارد کننرد. در مقابرل، واکرنش       

پلاسماها با بافت می تواند شرایط حذف اختصاصی سلول ها را بدون آسیب زدن به کرل بافرت فرراهم    

کند. این واکنش ها شامل جداشدن سلول ها بدون اثرگذاری روی بقای سلول ها و مرگ سلولی قابرل  
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ه هیچ گراه در جراحری   کنترل و ییره می باشند.  استفاده از پلاسما به صورت کلی مزیت هایی دارد ک

 [.2]ر پیشرفته در نظر گرفته نشده اندهای لیزر بسیا

 پلاسما  1-7

پلاسما یکی از چهار فاز اصلی ماده است. )سه فاز دیگر: جامد، مایع، گاز( پلاسما گاز شربه خنثرایی از   

 دهد. ذرات باردار و خنثی است که رفتار جمعی از خود ارائه می

 

 .[8]حالات مختلف ماده( 2-1) شکل

 

 ، مولکرول هرای گراز   ادیکال های آزادر ،یون ها ،پلاسما شامل ترکیبی از ذرات فعال، شامل الکترون ها

و گونه های نیترروژن ماننرد    باشد. بعضی از این ترکیب شامل اکسیژن فعال فعال شده و فوتون ها می

 ، دی اکسرید نیتریرک  ، اکسرید ن هرای اتمری  ، رادیکال های هیدروکسریل، اکسریژ  اوزون، سوپراکسید

 [.11] باشد ، نیتریت و نیترات مینیتروژن
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 .اجزای پلاسما (4-1) شکل

منفری،   و مثبرت  یرون هرای   برانگیختره،  مولکول های به دما و انرژی تاثیر تحت گازی مولکول های

 بنرابراین  ((4-1شکل)) می شوند، تبدیل بالا انرژی با شده شکسته مولکول های و آزاد الکترون های

 مولکول های شامل خنثی فعال وگونه های  )آزاد الکترون های یون ها، ( باردار ذرات شامل پلاسما

 کراربردی،  نظر نقطه ازمی باشد.  UVفوتون های  همچنین و ، شبه پایدارهاآزاد رادیکال های گازی،

 طرور  بره  می توانرد  که است فعال گازهای از متشکل محیط یک شیمیایی و فیزیکی طور به پلاسما

 . [3]گیرد قرار استفاده مورد زیادی کاربردهای برای مؤثر
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 .[8]تبدیل گاز به پلاسما (3-1) شکل

 طبقه بندی پلاسما  1-7-1

‌

و  همجوشری  یرا  بالا دمای پلاسماهای یعنی اصلی گروه دو در می توانند پلاسماها نظرحرارتی، نقطه از

( 1-1جردول )  پلاسما در طبقه بندی حرارتی که گیرند قرار گازی تخلیه ی یا پایین دمای پلاسماهای

 ،الکتررون هرا  ، یون ها)  گونه ها همه ی که این بر دارد اشاره بالا دمای پلاسمای است. شده داده نشان

 ( می بینیم، پلاسماهای1-1جدول ) در که همانطورهستند.  گرمایی تعادل حالت ( درگونه های خنثی

 پلاسرمای شربه   و اسرت  شرده  تقسیم فرعی اجزای به بیشتر حرارتی پلاسماهای به نسبت پایین دمای

پلاسمای  ، ییرحرارتی پلاسمای و است محلی ترمودینامیکی تعادل یک در که می شود، نامیده متعادل

 می شود. نامیده سرد پلاسمای یا تعادلی ییر

تعرادل   در. دارد وجرود  تعرادل  یرک  خنثی گونه های و یون ها الکترون ها، بین حرارتی پلاسماهای در

مری   برالایی  شرتاب  و جنبشی انرژی ایجاد به منجر الکتریکی میدان در متحرک الکترون های حرارتی،

 شوند.

 را الکتریکری  انررژی  از زیرادی  مقردار  نمی توانند توجهشان قابل اینرسی علت به سنگین یون های اما

 .دارنرد  جنبشری  انررژی  و شرتاب  افزایش برای الکترون ها به نسبت کمتری نقش بنابراینجذب کنند. 

منظرور   بره  داخلی انرژی انتقال و توزیع در یکنواخت، دمای با حرارتی تعادل به رسیدن برای همچنین
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 سرنگین  گونره هرای   میان در مؤثر انرژی انتقال الاستیک، برخوردهای در تکانه و جنبشی انرژی بقای

 وابسته واکنشی گونه های جرم نسبت به انرژی انتقال ایناست.  ضروری  )خنثی و گونه های یون ها)

 طرور  بره  حررارت  از بالایی جریان تولید با حرارتی، پلاسماهای یکننده  تولید دستگاه هایمی باشد. 

 .می گیرند قرار استفاده مورد مواد پردازش و صنعتی مانند پزشکی، زمینه هایی در عمده

 ( طبقه بندی حرارتی پلاسما1-1جدول )

 

الکترونری   اجرزای  از کانرالی  الکتریکی، انرژی که می شوند داده نسبت پلاسماهایی به سرد پلاسماهای

مری   تولیرد  گرازی  جریران  کردن، گرم جای به انرژی پر الکترون های وسیله بدین می سازد، را پلاسما

 ها یون چون و مانندمی  باقی اتاق دمای به نزدیک یا اتاق دمای در یون ها و خنثی که گونه های کنند

 و پلیمرها شامل گرما به حساس مواد درمان برای پلاسماها این هستند، سرد نسبتاً گونه های خنثی و

 تعادل ضعیف، شده ی یونیزه و پایین فشار پلاسماهای در .می گیرند قرار مورد استفاده زنده بافت های

 پرایین  برخوردی فرکانس و،          از کمتر حدود در الکترون، کم چگالی علت به ییرحرارتی

 تخلیره ی  در ییرحرارتری  تعرادل  همچنرین  .مری شرود   حاصلسنگین  ذرات و الکترونها بین متناظر
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 در جریران  رگره هرای   یا الکتریک دی سد در تخلیه ی تخلیه میکرو کانال مثل کوتاه عمر با الکتریکی

 برخرورد  فرکرانس  ( و        برالا )  محلی الکترونی چگالی علیریم(       ) کرونا تخلیه ی

 ایرن  از بررداری  بهره سرد، پلاسمای ملاحظهقابل ویژگی های . می آید دست به اتمسفر فشار در زیاد،

 .می کند فراهم کاربردها از وسیعی گستره ی در را پلاسما منابع

 حرارتی غیر و حرارتی پلاسمای عمومی مشخصات 1-7-3

 ثابرت،  الکتریکری  میردان  برا  شرده  تغذیه الکتریکی تخلیه های توسط ییرحرارتی واکنشی پلاسمای

     حردود   ییرحرارتری  پلاسرمای  یرک  در الکترونری  دمرای . می شرود  ایجاد پالسی یا متناوب

 پرر  الکترون هرای . است          حدود  زمینه گاز میانگین اما دمای می باشد،        

 بره . می کنند تولید را متعددی شیمیایی فعال گونه های و مولکول ها، اتم ها با برخورد علت به انرژی

 هستند.   و   اصلی  رادیکال های ، اکثر   و    شامل  گازی ترکیبات مورد در مثال، عنوان
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 غیرحرارتی و حرارتی پلاسماهای عمومی ( مشخصات3-1جدول)

 

شررایط   طریرق  از پلاسرما،  بره  یافتره  انتقرال  انررژی  مقادیر و انرژی منبع نوع به توجه با پلاسما خواص

مری   متفراوتی تمرایز   رده هرای  در را پلاسرماها  پارامتر دو این. می کند تغییر دما یا الکترونیکی چگالی

 حقیقت، پلاسرماهای  در. می دهد قرار تاثیر تحت را پلاسما دمای زیرا است، مهم پلاسما گاز نوع. دهد

حالیکره تخلیره    در برمی گیرنرد،  در را بالایی شیمیایی واکنش های و پایین دماهای تابان، تخلیه های

بررای   تابران  تخلیره ی  شبیه پلاسماهایی بنابراین. می کنند فراهم را بالاتری بسیار دماهای قوس های

شربیه   پلاسرماهای . دارند بالایی شیمیایی واکنش و پایین دمای به نیاز که هستند مناسب کاربردهایی

 مختلرف  منرابع  بنردی  ( طبقه6-1شکل )هستند.  نیاز مورد بالا دمای کاربردهای برای قوس تخلیه ی

 [.3]می دهد نمایش دما و الکترونی چگالی با رابطه در پلاسما را
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 .[8]طبقه بندی پلاسما )دمای الکترون ها در مقابل چگالی الکترون ها( (7-1)شکل

 کاربرد های فیزیک پلاسما 1-6

 

 جو پلاسمای  1-6-1

 بره  و شود می شروع زمین سطح کیلومتری 151 از که است یونوسفر زمین، کره به پلاسما نزدیکترین

 توسرط  که هستند پلاسما فرم به فیزیکی هایی سیستم یونسفر، بالاتر های لایه. یابد می ادامه بالا طرف

 همچنین و ایکس پرتوهای تا گرفته فرابنفش پرتوهای از وسیعی طیف در کوتاه موج طول با های تابش

 .شوند می یونیزه کنند، می برخورد سفریون به که هایی الکترون و کیهانی پرتوهای
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 شفق قطبی 1-6-3

 در افتراده  دام بره  براردار  ذرات شردن   هیونیز اثر تحت که است پلاسما ای گونه نیز شمالی شفق پدیده

 فررابنفش،  ایکرس،  پرتوهای جذب قابلیت با پلاسمایی یونسفر. شود می ایجاد زمین مغناطیسی میدان

 جهران  سراسرر  در رادیرویی  ارتبراط  در اساسی اهمیت رادیویی و کوتاه امواج بازتاب خورشیدی، تابش

 .دارند یونسفری لایه نیز مریخ و زهره. دارد

 

 .شفق قطبی (6-1)شکل 

 دارها دنباله های هسته 1-6-2

 درخشندگی مانند خورشید زیاد درخشندگی. است پلاسمایی کره یک مانند شمسی منظومه خورشید

 از بیش آن کرونای دمای که) کورونا و کروموسفر فتوسفر، گازی بخش سه از خورشید. است پلاسمایی

 درخشندگی به سال هزاران که رود می انتظار و است شده تشکیل( است گراد سانتی درجه میلیون یک

 .بدهد ادامه خود
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 جامد حالت پلاسمای 1-6-4

 و نوسرانات  نروع  همران  که دهند می تشکیل را پلاسمایی رساناها، نیمه در ها حفره و آزاد های الکترون

 دارد. را گازی پلاسمای یک های ناپایداری

 های گازی تخلیه 1-6-3

شرود.   مری  1371و همکراران آنهرا در سرال     ترانکس  لانگمیرر،  ، مربوط بره ترین کار با پلاسما قدیمی

ی کره بتواننرد   ا هرای خرلا   توسعه لولهگرفت که برای  ، از نیازی سرچشمه میاین موردتحقیقات در 

 .شد پر شوند احساس می گازهای یونیزه بایست از جریانهای قوی را حمل کنند، و در نتیجه می

 فضافیزیک  1-6-7

ی از ذرات باردار یها ، مطالعه فضای اطراف زمین است. جریان پیوستکاربرد مهم دیگر فیزیک پلاسما

برخورد میکند. درون و جرو سرتارگان آن قردر     مگنتوسفر زمین شود، به خوانده می باد خورشیدی که

 .دا  هستند که میتوانند در حالت پلاسما باشند

 معادله ساها 1-6-6

 این معادله مقدار یونیزاسیون انتظاری یک گاز در تعادل گرمایی را مشخص می کند.

  

  
          

 
 

  
  

  
                                                                                  ( 1-1 )          

 به ترتیب چگالی اتم های یونیزه شده و اتم های خنثی )تعداد بر متر مکعب( ،   و   در این رابطه 

انرژی یونش گاز است. در دمای اتاق برای هروای     ثابت بولتزمن و   ، دمای گاز برحسب کلوین  

و انرژی یونش را       ، دما             معمولی می توان چگالی مولکول ها را در حدود 

14.5 eV      برای گاز نیتروژن( در نظر گرفت. کسرر یونیزاسریون چیرزی در حردود(
  

  
        

http://danesh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%D9%81%DB%8C%D8%B2%DB%8C%DA%A9+%D9%81%D8%B6%D8%A7
http://danesh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%D8%A8%D8%A7%D8%AF+%D8%AE%D9%88%D8%B1%D8%B4%DB%8C%D8%AF%DB%8C
http://danesh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%D8%A8%D8%A7%D8%AF+%D8%AE%D9%88%D8%B1%D8%B4%DB%8C%D8%AF%DB%8C
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اسرت کرم      چنرد برابرر      یزاسیون مادامی که است. زمانی که دما افزایش می یابد، درجه ی یون

 باقی می ماند. سپس 
  

  
بطور ناگهانی افزایش می یابد و گاز به پلاسما تبدیل می شود. در واقع دلیل  

 اینکه در اجرام آسمانی پلاسما وجود دارد همین دمای بسیار زیاد این اجرام است.

 حفاظ دبای 1-6-9

رسانا را که به دو قطب یک پتانسیل خارجی متصل است وارد پلاسما کنیم اگر مانند شکل دو کره ی 

یون ها به سمت کره ی منفی و الکترون ها به سمت کره ی مثبت حرکت می کنند. در این حالت اگر 

پلاسما سرد باشد و فاقد حرکت های گرمایی باشد، بار زیادی در ابر اطراف کره ها قرار می گیررد کره   

نمی کنرد.   وری که میدان به داخل پلاسما نفوذل موثر خارجی را تضعیف می کند به طاین بار پتانسی

به این اثر حفاظ دبای گفته می شود. از طرف دیگر اگر دما محدود و معین باشد ذراتی که در لبره ی  

ابر، یعنی جایی که میدان ضعیف است قرار دارنرد، انررژی حرارتری لازم بررای فررار از چراه پتانسریل        

ترواستاتیکی پیدا می کنند. در این صورت لبه ی ابر در شعاعی واقرع مری شرود کره در آن انررژی      الک

و حفاظ کامل نیسرت. پتانسریل هرایی در حردود      ذرات است   پتانسیل تقریبا برابر انرژی حرارتی 

می توانند به داخل پلاسما نشت کرده و سبب ایجراد میردان هرای الکتریکری معینری در آن           

 شوند.
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 [.11]کره ی دبای (9-1)شکل

 طول دبای 1-6-8

ن یک بعدی و فرض اینکه جرم الکترون ها در مقایسه با جرم یون ها وبا استفاده از حل معادله ی پواس

 را بصورت فرمول زیر نوشت.    ∅بسیار کوچک است می توان پتانسیل 

∅    ∅      
 | |

  
⁄                                                                                 ( 1-7 ) 

طول دبای نامیده می شود اندازه ای از فاصله حفاظ یا ضخامت یلاف را می دهد که    در این رابطه 

 پتانسیل سطح می رسد. e/1در آن پتانسیل به 

 پارامترهای پلاسما 1-6-11

 می پردازیم.پلاسما دارای پارامترهای مهمی است که در ادامه به بررسی آنها 

را    می تروان تعرداد ذرات موجرود در یرک کرره ی دبرای یعنری         با استفاده از معادله زیر (1

 محاسبه کنیم.

    
 

 
   

            
 
   

 
                                                        ( 1-9 ) 
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اشته باشد حفراظ دبرای از لحراظ    بدیهی است که اگر در ناحیه ی یلاف تعداد اندکی ذره وجود د

     : ر خواهد بود پس باید داشته باشیمآماری مفهومی ییر معتب

در    ملاک پلاسما بودن یک گاز یونیزه این است که چگالی آن به قدری بزرگ باشرد کره    (7

 بسیار کوچک باشد. Lمقایسه با ابعاد دستگاه 

سرت کره در واقرع حرکرت ذرات بیشرتر توسرط       ا سومین شرط مهم برای وجود پلاسما ایرن  (9

بسرامد   ω اگرر  نیروهای الکترومغناطیسی کنترل شود تا نیروهای هیدرودینامیکی معمرولی.  

، برای آنکه گاز ن برخورد ها با اتمهای خنثی باشدزمان متوسط بی τنوعی نوسانهای پلاسما و 

 .[11]      مانند پلاسما، و نه یک گاز خنثی، رفتار کند لازم است که  

 

 دستگاه های تولید پلاسما 1-9
‌

 ،(DBD)  الکتریک دی تخلیه: است زیر شرح وجود سرد اتمسفر پلاسما تولید برای مختلف های روش

 . ییپلاسمامداد  و پلاسماسوزن  ،(APPJ) یاتمسفر ی فشارپلاسما جت

 :کرد تقسیم زیر اصلی گروه سه به کاربردشان، و تولید اصلی مکانیسم براساس توان می را CAP منابع

a) نتیجره  در و کنند، می استفاده الکترود عنوان به ها اندام یا زنده بافت از که مستقیم پلاسماهای 

 برخری . کنند می شرکت پلاسماها فعال تخلیه فرایندهای در مستقیم صورت به زنده های بافت ذرات

 جرا  جابه دو هر یا جایگزین جریان کوچک، هدایتی جریان شکل به زنده های بافت طریق از ها جریان

 وجود به عضلات روی الکتریکی تحریک یا حرارتی اثر هیچ تا شود محدود باید رسانا جریان. شوند می

 .نیاید
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 .FE-DBDتخلیه پلاسمای تشکیل شده توسط  ( 8 – 1)شکل 

b) در شده محدود و استفاده مورد ناحیه به سپس و تولید الکترود دو بین ،غیرمستقیم پلاسماهای 

 از ییرمسرتقیم  پلاسمای منابع از متفاوت ساختارهای از مختلفی انواع. شوند می منتقل گازی، جریان

 مشرعل  تا نازک بسیار پلاسمایی های سوزن از مواد این طیف. دارند وجود قدرت و گاز نوع اندازه، نظر

 .است متغیر (4( تا )1) تصویرهای در شده داده نشان بزرگ پلاسمایی های

                  

                                (3)                                                            (1) 
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                                     (4                                            )                          (2) 

جت پلاسمایی گاز آرگون،  -3، سوزن پلاسما  –1. انواع مختلفی از پلاسماهای غیر مستقیم ( 11 – 1)شکل 

 مشعل پلاسمایی. -4جت پلاسمایی گاز هلیوم،  -2

c) پلاسرما  جریران  فاقرد  هرای  ویژگری  برا  را مسرتقیم  پلاسرما  تولیرد  روش که ترکیبی پلاسماهای 

 اند، آمده دست به سیمی ای شبکه الکترود کردن وارد با که هایی ویژگی کند، می ترکیب ییرمستقیم

 از هرا  جریران  همره  عمرل  در نتیجره  در .دارند پوست به نسبت تری پایین بسیار الکتریکی مقاومت و

 می HandPlaster اسم به پلاسما کننده پخش ها، مثال بهترین از یکی. نمایند می عبور سیمی شبکه

 (. آلمان پلانک،-ماکس موسسه) است شده داده نشان در شکل زیر که باشد
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 .Hand Plasterپلاسمای  ( 11 – 1)شکل 

 

 

 (DBD) الکتریک دی سد تخلیه 1-9-1

 و سرطح  درمران  زایی، رگ باکتری، کردن فعال ییر زنده، بافت استرلیزاسیون شامل DBD کاربردهای

 پوشرش  تحرت  الکتریک دی ماده یک توسط که مسطح فلزی الکترود دو از متشکل DBD .است ییره

 الکترود الکترودها از یکی. دارد وجود پلاسما یک تولید برای یونیزه گاز یک آنها بین و است گرفته قرار

 .است نیاز مورد بالا ولتاژ پلاسما تولید برای که است ای زمینه الکترود دیگر، الکترود و است بالا ولتاژ

 

 ریاتمسف یپلاسما جت 1-9-3

 شرده  بررده  کرار  بره  الکترود دو یا یک آنها در که شوند می شامل را گازی نازل یک پلاسما، های جت

 تعرداد . شرود  مری  منتقل اجسام روی بر گازی جریان یک با و شود می تولید نازل درون پلاسما. است

. انرد  شرده  توصریف  مختلف متون در و و هستند دسترس در که دارند وجود جت پلاسما زیادی بسیار

 آنها شده اعمال ولتاژ فرکانس و گاز نوع الکترود، پیکربندی در ها جت پلاسما این تمام اختلاف اصولاً،
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 پرایین،  حررارت  درجره  جملره  از باشرند،  داشرته  زیرادی  خاص شرایط باید پلاسمایی های جت .است

 [.17] زدن جرقه خطر عدم و جو فشار در ثابت عملکرد

 سلول کشت در آپوپتوز القاء برای گاز هلیوم اتمسفری فشار یپلاسما جت در این تحقیق ما از دستگاه

 . استفاده کردیم MCF-7رده ی انسان پستان سرطان های

 

 .جت پلاسمای اتمسفری سرد گاز هلیوم ( 13- 1شکل )
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پلاسما در پزشکی : فصل دوم- 2

ی بر تاریخچه و ضرورت رمرو، 

 انجام این تحقیق
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 پزشکی در پلاسمای سرد کاربردهای 3-1
‌

 بالا حرارت درجه و گرما. اند بوده آن حرارتی آثار بر مبتنی عمدتا پزشکی در پلاسما قبلی کاربردهای

 آسریب  امرا  است رفته می کار به  کردن استریل بافت، حذف برای پزشکی در دور خیلی های زمان از

 آندوسکوپیک کاربردهای مخصوصا و بافتی برش برای ، ابزار این از. کرد می ایجاد نیز ای ملاحظه قابل

 را خروبی  پتانسیل ،(ها CAP) سرد جوی پلاسماهای درباره اخیر مطالعات نتیجه در. شود می استفاده

 بخرش  امیرد  بسریار  عملی کاربردهای نخستین.  اند داده نشان طبی – زیستی موارد در استفاده برای

 .داشت انتظار میتوان را پزشکی پلاسما جدید حوزه از سریع رشدی و هستند

 بهداشت بیمارستان 3-1-1

. مرؤثر دارد  رشد باکتری های مقاوم یک مشکل بشمار می آید که نیاز بره ضردعفونی کرردن سرریع و    

یی که می توانند این کار را انجام دهند در حال توسعه هستند. بنابراین بهتر است دستگاه های پلاسما

پرورشگاه های کودک، خانره هرای سرالمندان و ییرره از جملره ایرن       که تمام ساختمان های عمومی، 

 دستگاه بهره مند شوند.

 درمان ضد قارچی 3-1-3

ه با بیماری های قرارچی مرؤثر   نشان داده شده است که پلاسما می تواند برای مبارزدر مطالعات اخیر 

مانند عفونت های  . اثر پلاسما حتی می تواند از طریق جوراب هم منتقل شود. بیماری های شایعباشد

، ایالات متحده و ژاپن اثرر کررده اسرت. در    % از جمعیت در اروپا41-75ن( بر قارچی پا )پای ورزشکارا

یا در شیوه های پزشکی درمان  نتیجه می توانند با استفاده از دستگاه های پلاسمای مناسب در خانه و

 [.19شوند]
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 مراقبت از دندان 3-1-2

در اطراف  واقع) periodontal% از زنان باردار از عفونت های 25یشتر از سال و ب 65بالای از افراد % 79

عفونت کانال ریشه یا التهاب لثه نیز هست.  ،از دیگر بیماری های دندانی [.17دندان ها( رنج می برند]

. ر عوارض پزشکی را افزایش می دهنداین عفونت ها به نوبه خود خطر ابتلا به بیماری های قلبی و سای

ها و لثه، این روش یکی از شریوه   نفوذ به منافذ میکروسکوپی بین دندان توجه به توانایی پلاسما در با

پلاسما هرا در سرفید   علاوه بر این . می باشددندان  از مراقبت طبیعیو برای درمان های مناسب برای 

 کردن دندان ها نیز کاربرد دارند.

 

 .مسواک پلاسمایی  (1-3)شکل

 

 پوستیبیماری های  3-1-4

بسیاری از مشکلات پوستی با اثرهای باکتریایی یا قارچی همراه است. بیش از یک هزار بیمراری هرای   

)سررطانی( ، وجرود دارنرد. در     acneiform   ، dermatitis ،melanocyticپوستی اعم از جروش هرای   

اسرت، آنهرا مری    د درمان چنین بیماری هایی توسط پلاسما بعی ،حالی که براساس تکنولوژی فعلی ما

 عوارض از طریق باکتری ها و قارچ ها کمک کنند.به کاهش  توانند
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با توجه به وضع موجود در پژوهش های برالینی، درمران هرای پلاسرما در درماتولوژی)بیمراری هرای       

 [.14ن چشم انداز به موفقیت را دارند]پوستی( و همچنین جراحی پلاستیک و زیبایی بهتری

 

 زخم های مزمن 3-1-3

% از جمعیت در کشورهای توسعه یافته از زخم های مزمن رنج می برند. علل مختلرف وجرود   1حدود 

 7بیماری های وریدی یا سیاهرگی، بیماری شرریانی، دیابرت، گرانگرنوزوم    که برای مثال می تواندارد، 

وقوع این بیماری ها به  احتمال ،. با پیر شدناشاره کرد پوستی، سرطان ناشی در بافت پوششی پوست

احتمال زیاد افزایش می یابند. زخم ها زمانی ایجاد می شوند که ترمیم مختل شده باشد و در صرورت  

 . [15]عدم درمان می توانند منجر به قطع عضو و مرگ شوند

 

 آرایشی و بهداشتی 3-1-7

صله به دنبال راه معمولا وقتی افراد چین و چروک هایی را بر روی پوست خود مشاهده می کنند بلافا

درمان آن هستند زیرا تا زمانی که شما از پوستی شاداب و زیبا بهره مند هستید جوان به نظر می آیید 

اما به محض بروز اولین چین و چروک حس پیری در شما افزایش پیدا می کند همانطور که گفته شد 

برای  .می باشد ی پوست با پلاسماروش های زیادی وجود دارد ولی یکی از پرطرفدار ترین آنهاجوانساز

جوانسازی پوست با پلاسما نیاز است بدانید که در این روش از یک دستگاه برای ارائه انرژی به صورت 

 .کراربرد دارد  UV پلاسما برای بهبود صورت و چین و چروک و ترمیم تغییرات پوستی ناشی از اشرعه 

را به صورت میلی ثانیه ای به پوست اعمال مری نمایرد. ایرن انررژی       الس های پلاسمایپاین دستگاه 

بر روی پوست اعمال می شود. انرژی ارائه شده، گرمایی را بر روی دهانه باریکی از طریق حاوی پلاسما 

                                                          ‌
2
 Gangernosum‌
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سطح پوست تولید می کند که موجب حذف سلول های اپیدرمی آسریب دیرده قردیمی و زیرر سرطح      

 .زایش رشد کلاژن می شودپوست یا درم ها به منظور اف

 

 واکنش پلاسمای سرد با سلول ها 3-1-6

جایی سلول ها می شود.  با کنترل ب ، باعث اصلاح مهاجرت و جاCAPدر میان سایر موارد، استفاده از 

که گونره هرای    در برخی مطالعات نشان داده استمهاجرت سلول ها، می توان زخم ها را تثبیت کرد. 

یونی، مهم ترین نقش را در واکنش میان سرلول هرا و پلاسرماها دارنرد، بره ایرن صرورت کره اجرزای          

پیشنهاد می کنند کره   پژوهش های دیگریبیوشیمیایی داخل سلولی را تحریک می کنند. در مقابل، 

  گونه های خنثی نقش مهمی در برخی مسیرهای واکنش میان سلول ها و پلاسماها دارند.

 

 باکتری 3-1-9

تریلیون میکرروب اسرت. بسریاری از ایرن         کیلوگرم باکتری اطراف     بدن انسان حاوی حدود 

برای بدن باکتری ها عوامل بیماری زا نیستند بلکه بیماری ها را تحریک می کنند و احتمالا مرگ آنها 

با فناوری امروزه، درمان پلاسما بار باکتریایی را در منطقره درمران کراهش مری دهرد. در       مفید است.

درمان پلاسما باید یک  .افتد می اتفاقر چند ثانیه میلیونی د 1شرایط آزمایشگاهی، کاهش یک عامل 

 .[17]یا دو بار در روز ادامه داشته باشد تا تهدید به عفونت برطرف شود

پلاسما، عدم وجود یک سیستم دفاعی  بره پلاسرما و سرطح نسربتا      باکتری ها بهچند ثانیه ای پاسخ 

 [.16د که پلاسما مناسب طراحی شده است]پایین از عوارض جانبی ناخواسته، نشان میده
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 درمان سرطان 3-1-8

 بره  بدن، از بخشی در بافت طبیعی ییر و جدید رشد) نئوپلاسم یا بدخیم تومور یک عنوان به سرطان

 مختلف نقاط در مختلف های بیماری از وسیعی طیف شامل( است سرطان مشخصه یک عنوان به ویژه

 ترین مهم از یکی سرطان پزشکی، علوم در توجهی قابل های پیشرفت وجود با ه امروز. [12]است بدن

درمان با اسرتفاده   .است عروقی قلبی های بیماری از پس مرگ علت دومین و حاضر قرن های بیماری

 .[17] نیز اثر بخش بوده است از پلاسما برای این بیماری

 

 پژوهش های مرتبط 3-3

سرد برای درمان سرطان انجام شرده انرد. نشران     یبرخی تحقیقات محدود در ارتباط با کاربرد پلاسما

سرد، اثری انتخابی دارد، به این صورت که موجب آپوپتروز در سرلول    یداده شده که درمان با پلاسما

های سرطانی می شود. تحقیقات جدیدتر، نتایج اولیه ای را روی درمان موش های مبرتلا بره گلیومرا    

U87  نشان داده اند. همچنین مشخص شده که درمان تومورهای گلیوماU87-luc   سررد   یبرا پلاسرما

ی تومور و حجم آن می شود. همچنین نشان داده شده که اسرتفاده  باعث کاهش شدت پراکنش زیست

 سرد، آثار زیر را ایجاد خواهد کرد:  یاز پلاسما

(aریشه کن کردن انتخابی سلول های سرطانی در محیط آزمایشگاهی )    و اثر کمتر روی سرلول هرای

 دازه توده در بدن موجودات زنده. ( کاهش قابل ملاحظه انb) طبیعی.

یک بار درمان منفرد با پلاسما می تواند منجر بره ریشره کرن شردن     یقی دیگر گفته شده که در تحق 

میلی متر پس از دو دقیقه درمان  5تومورهایی با قطر  آسیب سلول های سالم مجاور شود.تومور بدون 

با پلاسما ریشه کن شدند در حالی که در مورد تومورهایی با اندازه های بزرگ تر، شاهده کاهش اندازه 

بودیم. جالب توجه است که تومورهای ریشه کن شده دیگر رشد نکردند، در حالی کره تومورهرایی   آن 
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شد کردند. سرعت رشد تومور پس از درمان با که کوچک شده بودند، یک هفته پس از درمان مجددا ر

سرد به میزان قابل ملاحظه ای کاهش می یابد. درمان با پلاسمای سرد باعث افزایش دمرای   یپلاسما

درجه سانتی گراد بیشتر از دمای اتاق می شود که پرایین ترر از دمرای لازم بررای      7پوست در حدود 

 آسیب به پوست است.

 

 

 اتمسفری پلاسمای تاثیر تحت MCF- 7سلولهای  معکوس میکروسکوپ از حاصل تصاویر  (3-3 )شکل

 به پلاسما با درمان B:نگرفتند ، قرار پلاسما با درمان تحت که سلولهایی یعنی شاهد، نمونه A:  سرد.

 .[19] ثانیه 45 مدت به پلاسما با درمان D:ثانیه،  30 مدت به پلاسما با درمانC: ،  ثانیه 15 مدت

 

 محققران  توسرط  سررطانی  هرای  سرلول  در CAP مولکولی های مکانیسم مورد در مطالعات از بسیاری

 .کنیم می بررسی را آنها از تعدادی بخش این در که است شده انجام

 روی برر  را آن و دادنرد  پلاسرما انجرام   سروزن  روی برر  تحقیقاتی 7119 سال در همکارانش استافل و

 کردند. مشاهده را سلولها شدگی جداو  برده کار به سرطانی سلولهای

را  پوست ملانومای سلولهای آپوپتوز هوا، در FE-DBDsکمک  به 7112 سال در و همکارانش فریدمن

 کردند. مشاهده
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 به مجهز پذیر جت انعطاف میکروپلاسما وسیله به آپوپتوز القای تاثیر همکارانش و کیم 7111 سال در

 .کردند بررسی ریه کارسینومایسلولهای  روی بر را نوری فیبر

 برر  را هرترز  کیلرو  ها ده قدرت با DCییرحرارتی با پالس  پلاسمای ، 7111 سال در همکارانش و کیم

همکراران   و کریم  پرژوهش  در. دادنرد  قررار  استفاده مورد پستان سرطان در  MCF-7های  سلول روی

 درمان در بخش نوید روشی و بوده موثر اکسیژن بسیار گاز همراه به هلیوم پلاسمای که شد داده نشان

 .باشد تواند پستان می سرطان

. انرد  کررده  تشریح گازی حامل عنوان به هلیوم از استفاده با را سرد پلاسما یک عملکرد لو، و  لاروسی

 برا  تمراس  در پلاسرما  و کرد لمس محافظ بدون دستان با را پلاسما توان می که اند داده نشان ها آن

 مدادی پلاسمای بعدها که ابزاری. کند نمی ایجاد دردی یا گرما احساس هیچ دندانی های لثه و دست

 برین  اتمسرفر  فشرار  پلاسرما  هرای  جت. است شده معرفی همکارانش و لاروسی توسط نیز گرفت، نام

 ایرن . باشرد  مری  سالم های سلول به آسیب بدون سرطانی سلولهای کردن نابود به ترین موجه نامزدها

 [.17]کند می فراهم را انسان پستان سرطانی سلول درمان موثر حالت یک پلاسما جت

 

  FE- DBD. دادند قرار استفاده مورد را  FE-DBD مسطح الکترودهای همکارانش و  Chirokov اخیرا

 دوم الکتررود  و است بالا ولتاژ شده عایق ها الکترود از یکی الکترود، دو شامل اصلی DBD همان دقیقا

 فعرال  بلکره  نیسرت  ای زمینه این که است دوم الکترود در FE-DBD و DBD بین تفاوت. است فعال

 بردن  ارگران  هرر  یا و انسان پوست از نمونه یک توانید می دوم الکترود که است معنی بدان این است،

-FE   خرونی  هرای  بردخیمی  و پوست ملانوم اندوتلیال، های سلول در استفاده مورد. FE-DBD باشد

DBD  .از کره  پلاسرما  هرای  جرت  حاضر حال در. شود می استفاده زنده بافت کردن استریلیزه در نیز 

 [.17]شود می تولید نیز شده استفاده DBD  سیستم
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 روش این به بیشتری حساسیتBRCA (Breast Cancer) های و همکارانش دریافتند که سلولوانگ 

 آزمرایش  پلاسرما  دوزهای شرایط در MSC(Mesenchymal Stem Cell)  به نسبت CAP درمان های

 هرای  سلول انتخابی صورت به تواند می CAP که شده داده نشان بار اولین برای دارند. همچنین شده

BRCA های سلول به آسیب بدون آزمایشگاه محیط در را متاستاتیک MSC [.4کند] حذف سالم 

-MCFسینه یعنی  سرطانی های سلول مکرر نوع دو متیلاسیون در پلاسما را تاثیر و همکارانش پارک

 [.11مورد بررسی قرار دادند] منفی استروژن با MDA-MB-231  و مثبت استروژن با 7

 هرای سررطان   سرلول  رشد از مانع تواند می CAP و نانوذرات از و همکارانش دریافتند که ترکیبی وی

 [.17ساعت شود] 74 برای پستان

 

 پیشینه تحقیق 3-2

در سرطان پوست نشان می دهد کره اسرتفاده از    in vivoو  in vitroنتایج مطالعات بر روی مدل های 

ی در سرلول  و القای آپوپتروزیس انتخراب   تکثیر، اتصال و مهاجرت سلولی پلاسمای سرد موجب کاهش

رند کره  این محققین بر این باوتاثیر مخربی بر روی سلول های سالم ندارد.  های نئوپلاستیک شده اما

اختلاف عملکرد بین سلول های سالم و نئوپلاستیک می تواند به دلیل شرایط متفاوت اکسیداتیو و فاز 

و  DNAچرخه سلولی باشد. افزایش رادیکال های اکسیداتیو ناشی از پلاسمای سرد می تواند با آسیب 

ها به سمت نکرروز  خارج کردن سلول های نئوپلاستیک از چرخه تکثیر سلولی موجب ورود این سلول 

. علاوه براین گزارش شده است که پلاسمای سرد قابلیت ضدسرطانی بالایی بر رده [13]و اپوپتوز گردد

، ملانومرا، بردخیمی هرای نورواکترودرمی و     [71]های مختلف سلول های سرطانی از قبیل کارسرینوما 

این در حالی است که سلول های سرالم مقاومرت    این،. علاوه بر [71]بدخیمی های هماتوپوئتیک دارد

بیشتری نسبت به آثار مخرب از خود نشان می دهند که همانگونه که پیش تر نیز ذکر شد مری توانرد   
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. نترایج مطالعرات   [77]افزایش محتوای گونه های ازاد اکسیژن در سلول های تومروری باشرد  به دلیل 

Weiss‌ ان مری دهرد کره میرزان رشرد سرلول هرای        نش 7115و همکاران در سالLNCaP)   سررطان

پروستات( پس از تیمار با پلاسمای سرد به شدت کاهش می یابد و این کاهش رشد به دلیل تغییر در 

علاوه براین نتایج . [79]می باشدSurvivin و ‌Bax، 9، کاسپاز P53 ،P21بیان ژن های پروآپوپتوتیک 

مطالعات بر روی سرطان کلورکتال نشان می دهد که روش درمانی متشکل از ترکیب تابش پلاسرمای  

. نتایج مطالعات [74]اده از نانو ذرات طلا موجب کاهش رشد سلول های سرطانی می شودسرد و استف

منتشر شده نشان مری دهرد کره روشرهای ترکیبری اسرتفاده از نانوداروهرا و         7116دیگر که در سال 

سمای سرد می تواند به صورت سینرژیک عمل کررده و موجرب مهرار رشرد سرلول هرای سررطان        پلا

 . [75]گردد

از آنجا که تعداد بررسی هرای صرورت    با توجه به نتایج متفاوتی که طی چند سال اخیر انتشار یافته و

، هردف از مطالعره حاضرر بررسری     ه از پلاسمای سرد در درمان سررطان گرفته در زمینه امکان استفاد

پس از تابش پلاسرما برر    Bcl2و  Baxمیزان توکسیسیتی، مهاجرت سلولی و بیان ژن های آپوپتوزی  

 سلول های سرطان های پستان است، می باشد.

 

 تحقیقضرورت انجام  3-4

 7117امروزه سرطان به عنوان یکی از مهمترین عوامل مرگ و میر به شمار مری رود. آمارهرای سرال    

. از سوی دیگر [76] گزارش می شودجدید ابتلا به سرطان مورد  میلیون 14می دهد که سالانه  نشان

ساله یا کمترر از  14در صدی سالانه در میزان ابتلا به سرطان در کودکان  0.6در همین زمان افزایش 

روش های رایرج و قردیمی درمران    . [72] دیده می شود 7112تا  1332سال در فاصله سال های  14

از این رو بسریاری از محققرین در صردد     انطور که گفته شد عوارض زیادی به همراه دارند.سرطان هم
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هستند که با ابداع و ایجاد روش ها و تکنیک های جدید که آثار مخرب کمتری روی سلول های سالم 

دارند، از آسیب همه جانبه به بافت های سالم و به خصوص یدد جنسی بکاهند. یکی از این روش هرا  

فاده از پلاسمای سرد می باشد که در سال های اخیر به صورت گسترده ای در بسریاری از زمینره   است

 های پزشکی وارد شده است و برای استفاده در درمان سرطان نیز مطالعاتی در حال انجام مری باشرد.  

بررای تومورهرا در هرر محلری در بیمراران مبرتلا بره         CAPبرای کاربردهای بالینی بیشتر، می توان از 

سرطان پستان از طریق یک لوله آندوسکوپیک برای درمان آندوسکوپیک استفاده کرد. اگر اندازه توده 

بزرگ باشد، که بیماران مبتلا به مراحل انتهایی سرطان پستان شرایع اسرت، قبرل از جراحری، انتظرار      

با تومور به صورت کاملا موثری انردازه تومرور را کراهش     CAPداریم که تماس آندوسکوپیک مستقیم 

برای حذف سلول های سررطانی موجرود یرا     CAPدهد، پس از جراحی برداشت تومور نیز می توان از 

از آنجا که سرطان پستان اولین عامرل مررگ ناشری از     جلوگیری از متاستاز استفاده کرد.باقی مانده و 

انجام این مطالعه بررسی میزان بیان ژنهای دخیل در مررگ برنامره   سرطان در زنان می باشد، هدف از 

ای مختلف با پلاسمای سرد پس از تیماره MCF-7ریزی شده سلولی )آپوپتوزیس( در رده سلول های 

 [.4]می باشد

 سرد یاتمسفر پلاسمای های مزیت 3-3

‌

 هرای  سرلول  حرذف  امکران  کره  باشد تهاجمی کم جراحی درمان نوع یک تواند می پلاسما با درمان •

 .کند می فراهم بافت کل روی اثرگذاری بدون را اختصاصی

 می شود. کنترل قابل سلولی مرگ و ها سلول بقای روی اثرگذاری بدون ها سلول جداشدنباعث  •

 ایرن  دلیرل  بره . است بالا بسیار معمول طور به گاز دمای ،اتمسفریک فشار با حرارتی پلاسماهای در •

 اما .است محدود آنها و استفاده از اجراء قابلیت متوالی،  کننده خنک به نیاز و بالا بسیار حرارت درجه
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 اضرافی  کننده خنک هرگونه بدون و پایین دمای در اتمسفریک فشار با( سرد)حرارتی ییر پلاسماهای

 .شوند استفاده حرارت به حساس اشیاء درمان برای توانند می

 در هرا  بافرت  تغییرر  آسیب، یا و التهاب بدون بالا دقت با بافت حذف خاصیت حرارتی ییر پلاسمای •

 هرای  بافرت  روی برر  کمی تاثیر تنها پلاسما نوع این. دارد را وزخم التهاب از جلوگیری و سلولی سطح

 . اردمی گذ اطراف سالم

 مقیراس  ترا  هرا  شرکاف  و هرا  حفرره  نراهمگن،  سطوح در حتی نفوذ به را امکان این آن گازی شکل •

مواجره مری    شکسرت  برا  شریمیایی  های تکنیک و مرسوم های مایع اینجا در که دهد می میکرومتری

 (محدود و باریک فضاهای به آنها آسان دسترسی) .شوند

 بردون  و کننرده  اسرتریل  ،مستقیم تماس بدوندستگاه تولید پلاسما،  خاص و تهاجمی ییرسیستم  •

 مری  ارائره  نیز را مولکولی سطح در دارو انتقال امکان که از دیگر مزایای درمان پلاسما است بودن درد

 . دهد

 ممکرن  حتری  و اسرت  دشواری کار شیمیایی مواد از استفاده با ناهمگن و ناپایدار سطوح کردن تمیز •

 [.17]است دنخوشای و مهم جایگزین یک کننده ارائه پلاسما بنابراین. شوند شدن آنها نابود باعث است
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جزییات مراحل و  :سومفصل - 3

 چیدمان آزمایشگاهی
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 مواد و  وسایل مورد نیاز 2-1

 

  سلول سرطانیMCF_7    .به صورت تازه از دانشگاه علوم پزشکی مشهد تحویل گرفته شد 

 (هرا  سرلول  بقای حفظ و تکثیر منظور به کشت ظرف های سلول تراکم کردن کم) اولین پاساژ

منتقرل کرردیم.    T_25سلول ها را به دو فلاسک  سپس صورت گرفت و MCF_7سلول های 

و دو   T_25سرلول هرا انجرام شرد و سرلول هرا را در دو فلاسرک         دومین پاسراژ  دو روز بعد،

  T_25فلاسک های  جهت ماندگاری سلول ها در زمان طولانی تر، قرار دادیم. T_75 فلاسک  

 را فریز کردیم. 

 تریپسرین  ای، خانره  36 پلیرت  مهاجرت، پلیت پاستور، پیپت EDTA و PenStrp ،  36 الکرل 

 .کردیم خریداری را و ییره PBS قرص، فریزر پلاستیک استریل، گاز درصد،

 

 

 .خونه ای 87پلیت  (1-2)شکل
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 دستگاه جت پلاسمای اتمسفر سرد 

 

 تنظیم دستگاه و هلیوم گاز کپسول ، تورچ ، تغذیه منبع شامل پلاسما دستگاه کلی جت  (3-2)شکل 

 .گازجریان 

 

 دستگاهی را نشان می دهد که ما از آن برای انجام آزمایشات استفاده کردیم. 7 -9شکل 
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 .و هد پلاسما جت BK9401 منبع تغذیه  (2-2)شکل 

 

، فرکانس و پهنای پالس  متغییر، کره شررایط   با هدف تولید ولتاژ BK9401مدل  پلاسما جتدستگاه 

 حی و ساخته شده است.می سازد، طرالازم برای تولید پلاسما را محقق 

پارامتر های خروجی منبع پلاسما با رویکرد تحقیقات و پرژوهش در حروزه هرای مختلرف، بگونره ای      

انتخاب شده است تا کاربران این دستگاه بتوانند با شرایط مشابه سایر پژوهشگران به تحقیق و توسرعه  

 سما و موضوعات مرتبط  بپردازند.در زمینه  پلا
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 اجزای منبع تغذیه

  کلیدMAIN   

  کلیدON/OFF 

 نمایشگر ولتاژ 

 نمایشگر فرکانس 

 نمایشگر پهنای پالس 

 ) ترمینال خروجی ولتاژ بالا ) کاتد/ آند 

 ) کانکتور زمان سنج ) مولتی تایمر 

 

 مشخصات فنی

 : 240 – 220 ولتاژ ورودی  V     AC  ،50 Hz 

  : 10 – 1ولتاژ خروجی  kV 

 : 40 – 3 فرکانس خروجی  kHz 

  : 300 – 2پهنای پالس  µsec 

  : 300توان خروجی W 

  30جریان خروجی : حداکثر mA 
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 هد اجزای  

 )آند )سیم قرمز 

 )کاتد )سیم آبی 

 لوله ورودی گاز 

 لوله خرطومی 

 هد پلاسما 

 

 دستگاه کنترل کننده شار Alicat سری MC (MultiCon  ) 

 

 

 .دستگاه تنظیم جریان گاز (4-2)شکل 
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میلری ثانیره    111بسیار پایدار و با سرعت پاسرخ کمترر از    9کنترل کننده جریان گازی الیکت

 متغیر دقیقه بر لیتر 51 تا دقیقه بر لیتر میلی 1٫5از  Alicat است. بازه جریان فلوکنترلرهای

 گراز  چنردین  برای همزمان کالیبراسیون و بالا بسیار دقت. است بار 11 کاری فشار حداکثر و

 و آزمایشگاهی مختلف کاربردهای برای مطمئن انتخابی را دستگاه این گازها، مخلوط و خالص

ات دسرتگاه از طریرق دکمره هرا و نمایشرگر      تنظیم انجام امکان همچنین. است کرده پایلوت

 .دستگاه وجود دارد

 

 کپسول گاز هلیوم 

 

 

 .88/88کپسول گاز هلیوم با درصد خلوص  (3-2)شکل 

 

                                                          ‌
3
 Alicat‌ 
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 یونیزه کم بسیار انرژی با تواند می که باشد می نجیب گازهای پایدار گروه از عنصر ترین سبک هلیوم

 اثرر  ای العراده  فروق  پرذیری  انعطاف با تواند می که باشد می منفرد درمانی روش یک آن نتیجه. شود

 حیراتی  سراختارهای  پیرامرون  در بیمرار  بافرت  حجم کاهش از. کند ایجاد فرسایشی و انعقادی برشی،

 پویرای  نیازهرای  برا  سازگاری برای توانایی در هلیوم پلاسمای متراکم، های بافت رلیز و برش تا گرفته

 .دهد انجام را کار این تواند می که است ای وسیله تنها هلیوم پلاسماجت و. است همتا بی عمل اتاق

 

  

 دستگاه Elisa Reader 

 

 

 .Elisa Reader (7-2)شکل 

 

Elisa Reader دستگاه
 نترایج  قرائرت  منظرور  بره  کره  بروده  تخصصری  اسرپکتروفتومتر  یرک  4

 بادی آنتی حضور تعیین منظور به الیزا تکنیک از. است شده طراحی الایزا آزمایش فتومتریک

 تشرخیص  براسراس  تکنیرک  این. شود می استفاده ها نمونه در اختصاصی های ژن آنتی یا ها

 آنتری  کمرک  به ثانویه، یا مستقیم صورت به جامد سطح یک روی بادی آنتی یا ژن آنتی یک

                                                          ‌
4
‌.است(‌Enzyme-Linked Sorbent Assay)کلمات‌از‌اختصاری(‌ELISA)الایزا‌واژه‌
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 توسرط  را آنهرا  تروان  مری  کره  اسرت  اسرتوار  محصرولاتی  شردن  ایجراد  و نشراندار  های بادی

 . خواند اسپکتروفتومتر

 

 3دستگاه انکوباتور  

 

 

 .انکوباتور کربن دی اکسید (6-2)شکل 

 

انکوباتورها دستگاه هایی هستند که با ایجاد حرارت یکنواخت محیط مناسبی جهت رشد انواع میکررو  

اورگانیسم ها و باکتریهای ایجاد می کنند و در آزمایشگاههای متفاوت صنعتی و تحقیقاتی و پزشرکی  

از جهت رنرج   استفاده می شوند.انکوباتورها از جهت روش توزیع گرما به دو دسته فن دار و بدون فن و

های متفاوت مورد استفاده قرار می گیرند.  اندازهدما به دو دسته حرارتی ویخچالدار تقسیم شده و در 

 .در بعضی موارد از جهت جنس بدنه و نوع کنترلر نیز دسته بندی می شوند

                                                          ‌
5
 Incubator‌
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، دریچه تخلیه هوا)جهت خروج بخارات ورطوبت داخل دستگاه ( و باتورها معمولا دارای کنترلر دماانکو

و  (RAMP) ، تنظیم شیب حرارتری تایمرهستند که در مدلهای پیشرفته، قابلیتهایی مانند برنامه ریزی

 92 دمایاین دستگاه بر روی  .تایمر تاخیری )جهت تنظیم زمان روشن شدن دستگاه ( نیزوجود دارد

 است. تنظیم شده CO2 5% و درجه

 

 میکروسکوپ 

 

 

 

دهنرده پرترو نرور، تغییرر دهنرده       دو چشرمی، شرکاف    ها، دوربین بدنه میکروسکوپ از عدسی

کننده کانون قرارگیری جسم، عدسی شیء و یک اتصال دو طرفه بره پایره    بزرگنمایی، کنترل

از اجسرام کوچرک را    یهرای اپتیکر   میکروسکوپ تشکیل یافته و وظیفه انجام انواع بزرگنمایی

 .تر از محل انجام فرایند را به عهده دارد تر و بزرگ جهت داشتن تصویری واضح
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 7پیکودراپ دستگاه 

 

 

 .پیکودراپدستگاه  (9-2)شکل 

 

است که علاوه بر کیفیت کمیرت را نیرز    PCR نوعی از دستگاههای Real time PCRدستگاه 

 صرورت  به را کار این البته که دهد می نشان را سلولی تکثیر میزان واقع  و در نشان می دهد

 .میدهد انجام آنی

 

 

                                                          ‌
6
 picodrop‌‌
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 6الکتروفورز 

 

 

 .الکتروفورزدستگاه  (8-2)شکل 

 

 ماکرومولکولهای اینکه سبب به. گویند الکتریکی میدان تحت مایع یک در ذرات حرکات به الکتروفورز

 الکتریکری،  میردان  یک در ها آن دادن قرار با توان می هستند باردار پروتئینها و ای ان دی مانند زیستی

 بررای . کرد تفکیک الکتریکی، بار و مولکولی وزن فضایی، شکل مانند فیزیکی خواص اساس بر را ها آن

 و تفکیرک  بررای  الکتروفرورزی  مختلف های روش. شود می استفاده الکتروفورز بنام روشی از منظور این

 منظرور  به دستگاه این از .است شده ابداع ها پروتئین یا نوکلئیک اسیدهای از اعم ها بیومولکول مطالعه

 .شود می استفاده آنها تحلیل و تجزیه منظور به DNAو تفکیک قطعات  باردار مولکولهای کردن جدا

 

                                                          ‌
7
‌Electrophoresis 
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 فیوژیسانتر 

 

 

 

 .دستگاه سانتریفیوژ (11-2)شکل 

 دانشمندان .کنند می جدا یکدیگر از را مواد مرکز از گریز نیروی از استفاده با آن در که است دستگاهی

 بره  مایعرات  مخلروط  تقسریم  یرا  مایع یک از جامد ذرات کردن جدا برای را سانتریفوژ دستگاه معمولاً

از این دستگاه می توان به منظور ته نشین کردن سلول ها یا جردا   .گیرند می کار به آن مختلف اجزای

 کردن سلول ها از محلول کشت استفاده کرد.
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 شماتیک دستگاه جت پلاسمای اتمسفری سرد 2-3

 

 

 .شکل شماتیکی دستگاه جت پلاسما ( 11-2)شکل 

. تفلون سرفید  را یلاف شیشه ای در بر گرفته استتورچ پلاسما شامل میله نازکی است که اطراف آن 

رنگی که در انتهای دستگاه قرار دارد دی الکتریک را نشان می دهد. ای ن دستگاه شامل دو الکتررود  

است، یک الکترود که به زمین متصل شده است و الکترود دیگر در وسط دستگاه قرار گرفته و به برق 

یکی بین ایرن دو الکتررود وجرود    ولتاژ وصل است و گاز از کنار این الکترود عبور می کند. میدان الکتر

دارد که وقتی این میدان شدید می شود گازی که از آن ناحیه عبور می کند را به پلاسما تبردیل مری   

و یون هایی با انرژی  RNSو   ROSکند که این پلاسمای تولید شده شامل گونه های فعال اکسیژن 

 بالا است.
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 مراحل نصب و روشن کردن دستگاه جت پلاسما 2-2

یم اتصال به گاز هلیوم وصل میکنیم. پس از آن س یو خروج یگاز را به ورود شارابتدا دستگاه تنظیم 

کپسول گاز را تا درجه مشخصی باز میکنیم. در نتیجه گراز بره    رگولاتورسپس  زمین را وصل میکنیم.

تنظریم   L/min5 را به برق میزنیم و جریران گراز را روی    دستگاهتنظیم فلو گاز میرسد. حال  دستگاه

 (.  Off/ONو سپس دکمه  MAIN) ابتدا دکمه  یکنیم. جت پلاسما را روشن می کنیمم

در همین حین فرکانس را می دهیم . سپس ولتاژ را کم کم زیاد میکنیم.  افزایشابتدا پهنای پالس را 

ما میتروانیم   کیلوولت 4بر روی  و ولتاژ کیلو هرتز 9بر روی  فرکانستنظیم زیاد می کنیم. حال با  نیز

 سانتی متر در نظر گرفتیم. 1پلاسما را ببینیم. ما در این آزمایش فاصله نازل تا نمونه را حدودا 

 

 .( مشعل پلاسما13-2شکل) 
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 روش تحقیق 2-4

 

در انکوباتور کشت داده می شوند. در ادامه فلاسک  DMEMدر محیط کشت  MCF-7سلول های رده 

به صورت اتفاقی به دو گروه کنترل و تجربی تقسیم بندی مری شروند. گرروه هرای      ی حاوی سلولها

 74بعرد از    .با پلاسمای سرد  تیمرار مری شروند    زمان تعیین شده مدتو متفاوت  هایتجربی در دوز

سراعت پرس از    27)ترا مردت    MTTساعت میزان توکسیسیتی تیمار پلاسمایی از طریق انجام تست 

نیز انجرام مری شرود. در ادامره       2تابش پلاسما( بررسی می شود. تست بررسی میزان مهاجرت سلولی

. پرس  سلول های گروه کنترل و تجربی استخراج می شود Baxبرای بررسی میزان بیان ژن آپوپتوزی 

 ی هرر گرروه  گذاشته می شود. قابل ذکر است آزمرایش هرا   Real Time PCRواکنش cDNAاز سنتز 

 در نهایت داده های آماری آنالیز  شده و نتایج حاصل گزارش می گردد.  تکرار خواهد شد و 

 

 کشت سلولی  2-4-1
‌

 تجهیزات و امکانات آزمایشگاه کشت سلولی

هرچه امکانات اتاق کشت بیشتر باشرد کرارایی و کیفیرت    تجهیزات و امکانات آزمایشگاه کشت سلولی 

کار بهتر خواهد بود و سهولت دریافت نترایج و تکررار پرذیری آنهرا بیشرتر خواهررد بررود. بطررورکلی         

 :مهمتررین تجهیزاتری کره در ایلرب آزمایشگاه های کشت سلولی وجود دارند شامل موارد زیر است

                                                          ‌
8
‌Migration Assay 
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 فریرزر  یخچال، شامل کننده خنک های سیستم، سانتریفیوژ، ها میکروسکوپ، انکوباتورها، لامینار هود

 شرامل  استریلیزاسریون  هرای  دسرتگاه ، کننده دیونیزه نوع از مقطرگیری آب دستگاه، نیتروژن تانک و

 .ماری بن، خلأ پمپ، فور و اتوکلاو

زات بیشررتر نظیرر   بعضی از آزمایشگاه ها با توجه به نوع کاربری آزمایشگاه دارای یرک سررری تجهیرر   

 دستگاه لیوفیلیزاتور نیز هستند. علاوه بر تجهیزات فوق تجهیرزات معمرول آزمایشرگاهی مانند دستگاه

pH       متر، ترازوی آزمایشگاهی، شیکر، روتاتور، سمپلرهای ثابرت و متغیرر در انردازه هرای مختلرف، لام

لولره هرای آزمایش، انواع فیلترهرا و  هموسیتومتر، وسایل یک بار مصرف شامل فلاسک ها، پیپت هرا، 

 .ییره نیز از جمله وسایلی هستند که در هر آزمایشگاهی وجود دارند

 محیط کشت سلولی و خصوصیات آن

سلول ها برای رشد نیازمند یک محیط استریل، مواد یذایی و اکسریژن هسرتند. بعرلاوه بایرد محریط  

بوده و مقدار متعادلی از نمک هرای مختلف داشته  و حرارت مناسب (pH) رشد سلول از نظر اسیدیته

باشد. امروزه با وجود محیط کشرت هرای اسرتاندارد تجرارتی و انکوباتورهرای پیشرفته، کشرت سرلول   

 .ها بسیار آسان شده است

اوایل محلول هایی با یلظت نمکی متعادل به عنوان محیط هرای پایره رشرد بررای کشرت سرلول هرا        

این محلول ها حاوی مقادیر متعادلی آب، یون های نمکری و کربوهیرردرات هرایی   استفاده می شدند. 

مانند گلوکز بودند که علاوه بر ایجاد سیستم بافری و ایجاد توازن اسمزی برین داخرل و خارج سرلول،  

منبع انرژی و متابولیسم سلول را نیز فراهم می کردند. امرروزه ایرن محلرول هرا برای شستشو، انتقال 

 .و رقیق سازی سلول ها بکار می روند

بطورکلی محیط های کشت حاوی متابولیرت هرای ضررروری نظیررر یررون هررای معرردنی، قنرردها،         

اسیدهای آمینه، پپتیدها، هورمون ها و اجزای ماتریکس خرارج سرلولی هسرتند. ایلرب مرواد مرذکور  
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بود شرایط رشد سلول ها باید علاوه بر بصورت ترکیبات شیمیایی به محیط اضافه می شوند اما برای به

مواد فوق ترکیبات بیولوژیک دیگری نیز افزوده شود. در بین مواد بیولوژیرک اضرافه شرده بره محریط     

درصرد بره محیط کشت افزوده می شود.  71الری  5کشت، سرم جایگاه خاصی دارد و ایلب به نسبت 

ین مراده ای است که باعث بهبود مناسربی در  در حقیقت سرم محلول بسیار پیچیده ای بوده و مهمتر

رشد سلول ها گردیده است. البته میرزان مرواد مرؤثر آن در مارک های تجارتی مختلف متفاوت است. 

امروزه سعی بر این است که محیط های بردون سرم جایگزین سیستم فوق شود و با افزودن ترکیبرات  

ورهای رشد نوترکیب، محیط های استانداردتری تهیره  بیولوژیک شناخته شده نظیر هورمون ها و فاکت

 .[72]شود

 تعویض محیط کشت

می باشد، به ما کمک می کند تا زمران   ( PH) شناساگر با توجه به اینکه محیط کشت حاوی فنل رد

تعویض را تشخیص دهیم. اگر محیط کشت اسیدی شود رنگ محیط کشت به سرمت زرد تغییرر مری    

 کند. اگر محیط کشت بازی گردد رنگ محیط کشت به سمت اریوانی تغییر می کند. 

رج می کنیم و تقریبا هر دو روز محیط کشت را عوض می کنیم. ابتدا محیط کشت درون فلاسک را خا

 فلاسک محیط کشت تازه را در فلاسک می ریزیم. اندازهسپس با توجه به 

دقیقه درون انکوباتور قرار گیرد تا گرم شرود و سرپس اسرتفاده     91تا  15محیط کشت باید به مدت  

 شود.

میلی  15تا  2بین  T-75میلی لیتر محیط کشت و برای یک فلاسک  5تا  T-25 9برای یک فلاسک 

 محیط کشت استفاده می کنیم. لیتر
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 سلولی تکثیر مقیاس افزایش

 تعرداد  اوقرات  بیشرتر  زیرا شود، می انجام آزمایشگاهی و کوچک مقیاس در سلولی کشت موارد، ایلب

 125 ترا  75 شرکل  مقیراس  در هرا  سلول تکثیر برای. است لازم آزمایشات انجام برای سلول محدودی

 فلاسرک  یرک  از حاصل سلول های فلاسک از آزمایشگاهی T تعداد. شود می استفاده مربع متر سانتی

 کلری  بطرور . اسرت  میلیون 11 حدود چسبیده سلولی های تیره ایلب مورد در مربعی متر سانتی 125

 آمده بدست سلول تعداد عملاً استاندارد، شکل بستگی سلولی تیره خصوصیات به ها سلول دقیق تعداد

 سرلول  تولیرد  بررای  زیرا بود، نخواهد بالاتر مذکور مقادیر های فلاسک از استفاده صورت در. دارد T از

. شد خواهد انکوباتور فضای اشغال و مخارج افزایش باعث که گیرد صورت متعدد پاساژهای باید بیشتر

 بهینره  و گرفتره  نظرر  در را مختلفی عوامل باید دهیم افزایش را تولید مقیاس بخواهیم که صورتی در

 لازم یری  یرذا  مواد میزان باید شرایطی چنین در. باشد بخش رضایت نتایج تا داد انجام را هایی سازی

 جرانبی  محصرولات  تولیرد  و ها سلول به رسانی اکسیژن بخصوص گازی تبادلات ها، سلول تغذیۀ برای

 حجرم  در فرآینردهایی  چنین سازی بهینه برای. گرفت نظر در را لاکتیک اسید و آمونیاک نظیر سمی

 امرروزه  ایرن  وجرود  برا . گرفرت  کمک ها سیستم این طراحی متخصصین از بایستی لیتر، یک از بیشتر

 [.72]اند داده کاهش را فوق متخصصین از استفاده به نیاز که دارند وجود زیادی تجارتی های سیستم

 

 روش افزایش تکثیر سلولی

 خارج می کنیم. ت را از فلاسک با کمک پیپتابتدا محیط کش 

  میلی لیتر  5 فلاسک را بادو بارPBS  شستشو می دهیم. این کار را آرام انجام می دهیم تا از

ن یکه مهرار کننرده تریپسر    FBSکنده شدن سلول ها جلوگیری کنیم. )محیط کشت حاوی 
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کرل سرطح فلاسرک را     PBSاست که در مرحله بعد استفاده خواهد شد بخاطر همین باید با 

 شستشو دهیم(.

  برررای یررک فلاسررکT-25  ،9   میلرری لیتررر و برررای یررک فلاسررکT-75 ،5 میلرری لیتررر 

 فلاسک می ریزیم. رکردن سلول ها د منفردبرای جداسازی و   %0.05تریپسین

  دقیقه فلاسک را در انکوباتور قرار می دهیم تا تریپیسن فعال شود و نسبت به  7تا  1به مدت

 جداسازی سلول ها از سطح فعالیت انجام دهد.

  را در زیر میکروسکوپ چک می کنیم تا ببینیم آیا جدا شده اند یا نره و اگرر   سپس سلول ها

هنوز مقداری از سلول ها جدا نشده بودند با ضربه زدن به فلاسک به جداشدن سرریع ترر آن   

 کمک می کنیم.

 که در فلاسک ریخته ایم محیط کشت حاوی  هم اندازه تریپیسنیFBS  اضافه می کنریم  به

 تا تریپیسن ییر فعال گردد. 

 تا سلول هرا را از   بهم چسبیده اند را پیپتینگ می کنیمپت سلول هایی که سپس به کمک پی

 هم جدا کنیم.

 به فلاسک های جدید انتقال می دهیم و حجم  9به  1جدا شده را با نسبت  یاکنون سلول ها

 باقی مانده را محیط کشت می ریزیم و سپس در انکوباتور قرار می دهیم.

 

 سلول ها  نگهداری و کردن منجمد

 در معمولاً اما دارند، سروکار مختلفی های سلول با کنند می کار سلولی کشت آزمایشگاه در که کسانی

 نیترروژن  تانرک  در منجمرد  صورت به ها سلول سایر و کنند می کار خاص سلول یک با فقط زمان هر

 از هدف حقیقت در. است کشت اتاق روزمره فرآیندهای از یکی سلولی انجماد تکنیک بنابراین. هستند

 دائمری  کشت به نیاز تا کرد ذخیره پائین بسیار دمای در را ها سلول بتوان که است این سلولی انجماد
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. اسرت  حیراتی  بسیار موضوع این محدود عمر دارای های سلول با کار هنگام بخصوص. نباشد ها سلول

 .[72]کرد استفاده و نموده ذوب دوباره توان می ضروری مواقع در را هایی سلول چنین

 :  DMEMمیلی لیتر محیط کشت  111آماده سازی 

 1392 13192 سرپس  و رسرانیم  مری  سی سی 111 حجم به استریل مقطر آب با را پودر گرم 

 کره  باشد 234 باید که سنجیم می را آن PH متر PH با و کردیم اضافه کربنات بی سدیم گرم

 .رساندیم دلخواه PH به را آن NaOH و HCl از استفاده با تفاوت صورت در

 : FBS درصد DEME 10 کشت محیط سی سی 31 تهیه

 4.5 سی سی FBS ، 5.4 سی سی DEME میکرولیتر 451 و PenStrp کرده مخلوط هم با را 

 .شوند گرم تا دهیم می قرار گراد سانتی درجه 92 دمای در را مواد تمام و
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 MTT تست  2-4-3

 

 

 تررین  قدیمی از یکی. دارد تحقیقات در مختلفی کاربردهای سلولها تکثیر و رشد حیات، گیری اندازه

 میکروسکوپی بررسی به نیاز و نداشته کافی حساسیت که است بلو تریپان با سلولها آمیزی رنگ روشها

 لیرزات  در پرروتئین  میرزان  و ای هسته اسیدهای کل میزان گیری اندازه نظیر دیگری روشهای. دارد

 در سرلولهای  توسرط  رادیواکتیو مواد جذب گیری ندازهباشند.  نمی برخوردار کافی دقت از نیز سلولی

 برومودئواکسری   و تریتیروم  برا  شرده  نشراندار  تیمیردین  نظیر ترکیباتی. است دقیقی روش رشد حال

 می سلولها شدن نشاندار باعث و شده سلول هسته ساختمان وارد سلول پرولیفراسیون هنگام اوریدین

 سرلولی  تحریک از پس سلولها کردن هاروست نیازمند بعلاوه و بوده گیر وقت نیز روش این اما. شوند

 اشعه از حفاظت و مانده باقی مواد دفع نظیر رادیواکتیو مواد با کار به مربوط مشکلات همچنین. است

 پیشرنهاد  رادیواکتیو روش برای جایگزینی بعنوان  MTT آزمایش 1983 سال در .دارد دنبال به نیز را

 آنها مهمترین که تترازولیوم محلول نمکهای از واکنش سوبسترای بعنوان آنزیماتیک روش این در. شد

MTT به را مختلف سلولهای پاسخ توان می دقیق و ساده آزمایش این بوسیله. شود می استفاده است 
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 ارزیابی شیمیائی عوامل سایر و سایتوتوکسیک داروهای رشد، فاکتورهای جمله از خارجی فاکتورهای

 رشد، فاکتورهای هورمونها، تاثیر تحت است ممکن سلولها تکثیر سرعت و فعالیت میزان بطوریکه. کرد

 عوامرل  و داروهرا  از بعضری  تاثیر تحت همچنین. نکند تغییری یا یافته افزایش میتوژنها و سایتوکینها

 سررعت  و شرده  آپپوپتوز یا نکروز دچار سلولها است ممکن سرطان ضد داروهای نظیر سایتوتوکسیک

 [.73]یابد کاهش رشدشان یا تکثیر

 :روش انجام آزمایش

 می کنیم. منفردرا  سلول ها EDTAبا استفاده از تریپسین/  -1

سلول ها را سانتریفوژ می کنیم و سپس مایع رویی را خارج می کنیم و محیط کشرت اضرافه مری     -7

 کنیم.

 لام نئوبار می شماریم. استفاده از محلول حاوی سلول را با -9

که قرار اسرت   یکرولیتر(م 111با خانه ای )تقری 36هزار سلول در هر خانه از پلیت  11تا  5تقریبا  -4

. حال پلیرت هرا را بررای انکوباسریون در     ند اضافه می کنیمساعت انکوبه شو 27، 42، 74به مدت 

 انکوباتور قرار می دهیم.

نکته: در این زمان باید مراقب باشیم سلول ها نیاز به محیط کشت دارند مخصوصا آن هایی که مردت  

 آن ها محیط کشت اضافه کنیم.زیادی باقی می مانند و باید به 

 MTTمیکرولیتر از محلول اسرتوک   11و  می کنیمبعد از پایان دوره انکوباسیون پلیت ها را خارج  -5

 . را در هر خانه اضافه می کنیم

. ) در هر خانه باید بیش می کنیمدرجه سانتی گراد انکوبه  92ساعت در  4برای سپس پلیت ها را  -6

 ته باشد(.هزار سلول وجود داش 111از 

 .را خارج می کنیم MTTمحیط کشت حاوی   -2

 .می کنیمو با استفاده از پیپت مخلوط  می کنیمرا به هر خانه اضافه  DMSOمیکرولیتر  51 -2
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 شود.می دقیقه انکوبه  11درجه سانتی گراد برای  92در دمای  -3

 شود.می نانومتر خوانده  521و جذب آن در  هر نمونه دوباره پیپتینگ شود -11

 

 مهاجرت سلولی تست 2-4-2

مهاجرت سلول ها قدم مهمی در گسترش تومور به سایر نقاط است و تنظیم این فرایند به درمان های 

سطح بالایی از گیرنده فاکتور رشرد اپری تلیرالی را    ی سرطانی پستان مناسب منجر می شود. سلول ها

یم ایرن سرلول هرا مری     بیان می کنند و باعث افزایش مهاجرت، تکثیر، تهاجم و پیشرفت فنوتیپ بدخ

 .شود

 کار روش

 71 و آن در هرا  سرلول  کرردن  معلق  برای FBS درصد 7 کشت محیط سری دو سازی آماده -1

 .پلیت پایین اتاقک برای FBS درصد

 سرپس  کنیم، می جدا تریپسین% 1375 محلول از استفاده با کشت پلیت سطح از را ها سلول -7

 درصرد  7 کشت محیط در دوباره راها  سلول و کنیم می سانتریفوژ و ریزیم می فالکون درون

FBS  شماریم می نئوبار لام با را ها سلول. کنیم می معلق. 

 انتهرای  فقرط  کره  ریرزیم  می جایی تا ظرف پایین اتاقک در را FBS درصد 71 کشت محیط -9

 کشت محیط حاوی سلول هزار 611 آرامی به سپس. نباشد بالاتر آن از و کند خیس را ظرف

 مری  انکوبره  انکوباتور در ساعت 74 مدت به و ریزیم می transwell insert در را درصد 7

 . کنیم

 و کنریم  مری  خرارج  را transwell insert و اتاقک درون های کشت محیط انکوباسیون، از بعد -4

 .شوییم می کامل را آن های قسمت تمام پایین و بالا از دهیم می شستشو PBS با بار چند
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5- transwell insert  تریپسرن  پرایین  و برالا  از سپس و دهیم می قرار خالی اتاقک یک درون را 

EDTA منافرذ  وسط در یا پایین به که هایی سلول همه اینکه تا کنیم می اضافه transwell 

insert قرار بالا در که هایی سلول. شوند سرازیر اتاقک در و پایین به و شوند شسته دارند قرار 

 خواهنرد  برالا  همران  و نیسرتند  عبور به قادر هستند میکرون 132 منافذ اینکه خاطر به دارند

 .ماند

 ریرزیم  می فالکون درون را ها سلول حاوی تریپسن و داریم می بر را transwell insert سپس -6

 سرلولی  شمارش و کنیم می معلق کشت محیط سی سی 135 با سپس و کنیم می سانتریفوژ

 .شود می انجام

 پلاسرما  مختلرف  های شدت که هایی نمونه و کنترل نمونه در ها سلول تعداد مقایسهدر آخر  -2

 [.91]گیرد می صورت سلولی مهاجرت تست آنالیز برای شدند تابیده به آنها

 

 ژنی بیان بررسی و Real Time PCR واکنش  2-4-4

 بافتی های نمونه بررسی 

RNA کیت پروتوکل طبق آزمایشگاه، به یافته انتقال های نمونه AllPrep DNA/RNA ادامره  در که 

 بعدی مراحل برای نیاز مورد مواد سایر تا شدند نگهداری -21 با دمای فریزر در و استخراج است، آمده

 .شوند فراهم

 از RNA و  DNA همزمران  طور به( امریکا کیاژن،) DNA/RNA Mini kit  Allprep کیت وسیله به

 سرتون  بره  نظرر  مرورد  بافرت  هرای  سلول حاوی کننده لیز بافر ابتدا. گردید استخراج بافتی نمونه یک

DNA شدن جدا موجب و  شده منتقل DNA ستون به محلول این ادامه در. گردد می RNA  منتقرل 

 . گردد می استخراج بافتی نمونه از RNA و شود می
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 میلری  هرر  ازای به مرکاپتواتانول بتا میکرولیتر 11 بافتی، های نمونه از  RNA جداسازی برای ابتدا در

 تهیه برای(. است نگهداری قابل اتاق دمای در ماه 1 مدت به محلول این) گردید اضافه RLT بافر لیتر

 .شد ترکیب مطلق اتانول با 4 به 1 نسبت به RPE بافر ،کاری محلول

 RLT برافر  میکرولیترر  611 حراوی  لیترری  میلری  135 میکروتیوب به گرمی میلی 91 بافتی نمونه-1

 مدت به سپس. شد لیز و کوبیده مخصوص ابزار توسط خوبی به و گردید اضافه مرکاپتواتانول بتا حاوی

 .گردید سانتریفوژ 17111 دور با دقیقه 9

 با ثانیه 91 مدت به و گردید منتقل لیتری میلی 7 میکروتیوب و DNA ستون به فوقمجموعه ی  -7

 .گردید سانتریفوژ 11111 دور

 .گرفت قرار استفاده مورد  RNA استخراج جهت لیتری میلی 7 میکروتیوب درون محلول-9

 4 دمای در DNA جداسازی برای و منتقل جدید لیتری میلی 7 میکروتیوب به جهت مذکور ستون-4

 . شد نگهداری سانتیگراد درجه

 

 RNA استخراج

 پیپرت  کمرک  بره  و اضافه لیتری میلی 7 میکروتیوب درون محلول به مطلق اتانول میکرولیتر 1-951

 . شد مخلوط هم با کردن

 منتقرل  لیتری میلی 7 میکروتیوب روی گرفته قرار RNA ستون به فوق مخلوط از میکرولیتر 7-211

 در کرردن  خرالی  از پس مذکور میکروتیوب) گردید سانتریفوژ 11111 دور با ثانیه 15 مدت به و شده

 (.گرفت قرار استفاده مورد نیز 5 و 4 ،9 مراحل
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 برا  ثانیه 15 مدت به درب، بستن از پس و شد منتقل RNA ستون به RW1 بافر از میکرولیتر 9-211

 .شد ریخته دور میکروتیوب درون محلول و گردید سانتریفوژ 11111 دور

 15 مردت  بره  درب، بسرتن  از پرس  و شده منتقل RNA ستون به  RPE محلول از میکرولیتر 4-511

 .شد ریخته دور میکروتیوب درون محلول و گردید سانتریفوژ 11111 دور با ثانیه

 7 مردت  بره  درب، بسرتن  از پرس  و شرده  منتقل RNA ستون به  RPE محلول از میکرولیتر 5-511

 جدیرد  لیترری  میلی 7 میکروتیوب به ستون بهتر، نتیجه برای. گردید سانتریفوژ 11111 دور با دقیقه

 سرتون  از محلرول  کامرل  حرذف  و شردن  خشک جهت 17111 دور با دقیقه 1 مدت به و شده منتقل

RNA گردید سانتریفوژ. 

 سرتون  به RNase فاقد آب میکرولیتر 91 و شده منتقل جدید لیتری میلی 7 میکروتیوب به ستون-6

 .گردید سانتریفوژ 11111 دور با دقیقه 1 مدت به و شده منتقل

 منتقل ستون به RNase فاقد آب میکرولیتر 91 بالاتر، کیفیت و یلظت با RNA تهیه برای ادامه در-2

 دمای در cDNA سنتز زمان تا حاصل RNA. گردید سانتریفوژ 11111 دور با دقیقه 1 مدت به و شده

 .شد نگهداری سانتیگراد درجه -71

 

  RNA کمیت و کیفیت بررسی

 RNA اسرتخراج  مراحرل  تمرامی  جهرت  همرین  بره  باشرد،  می حساسی بسیار مولکول RNA مولکول

 هرای  RNase زیررا  گیررد،  صرورت  دسرتکش  و اسرتریل  ابزارهرای  از اسرتفاده  با و هود زیر در بایستی

 اسرتخراج  از بعرد  جهرت  همرین  بره . شوند می RNA تجزیه موجب دست انگشتان و محیط میکروبی

RNA استخراج کیفیت آگارز ژل الکتروفورز بوسیله RNA  آگرارز  ژل خاطر بدین. کنیم می بررسی را 

 مری  الکتروفرورز  آن برا  را شرده  استخراج های RNA محصول از میکرولیتر 5 و کرده تهیه درصد 5/1



62 
 

 تمرام  در کره  صرورتی  در. کنریم  مری  مشاهده و داده قرار Gel doc در را ژل الکتروفورز، از بعد. کنیم

 هرای  RNA بره  مربروط  توجره  قابل باند دو بایستی نشود تجزیه و بماند سالم RNA استخراج مراحل

 . شوند دیده 81s و 81s ریبوزومی

 تقریبرا  هرا  نمونره  تمرام  در شرود  مری  استفاده واکنش در که RNA میزان بایستی cDNA سنتز برای

 از ناشری  ی خطرا  و گرفته صورت تر راحت نرمالیزاسیون Real time PCR واکنش در تا باشد مساوی

 RNA کمیرت  تعیرین . برسرد  حرداقل  بره   Real Time- PCR واکنش ی اولیه الگوی مقدار در تفاوت

 .  گرفت انجام اسپکتروفوتومتر کمک با شده استخراج

 cDNA سنتز

 هیبرید RNA یا پرایمر یک. است ای رشته تک cDNA به RNA تبدیل Real time PCR اول مرحله

 بنرام  ای رشرته  ترک  DNA رشرته  RNA روی از  RNA بره  وابسرته  پلیمراز DNA یک توسط و شده

cDNA ساخت برای استفاده مورد پرایمر آزمایش، هدف به بسته. گردد می سنتز cDNA به تواند می 

 ییرر  بصرورت  یرا  و شود هیبرید خاص ژن یک با فقط که طوری به باشد شده طراحی اختصاصی طور

 . شود وصل ها mRNA تمام به که باشد اختصاصی

1 .(Oligo –dT :)دم به که نوکلوتید 12 – 17   با PolyA در mRNA شرود،  مری  متصل پستانداران 

 . رود کار به cDNA اول رشته ساخت برایکلی  پرایمر یک عنوان به تواند می

 mRNA از ای خانواده یا خاص هدف RNA یک در خاص ناحیه یک به تواند می: اختصاصی پرایمر. 7

 . شود متصل ها

 نقراط  در cDNA سراخت  شرروع  باعرث  توانرد  می و است هگزامر بصورت معمولاً: آغازگر کاتوره ای .9

 RNA هرای  مولکرول  جمعیت تمام از ای شده تکه تکه های کپی و شود RNA الگوی طول در متعدد

 سراختارهای  یرا  باشرد  بلند بسیار هدف RNA که  است مفید وقتی خصوص به پرایمر نوع این. بسازد
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 یرا ( Oligo _dT) برا  کارآمرد  طرور  بره  نتوانرد  cDNA سراخت  که طوری به باشد داشته زیادی ثانویه

 cDNA اختصاصری  پرایمرهرای  از اسرتفاده  با PCR بعد مرحله در. گیرد صورت اختصاصی پرایمرهای

 .گیرد می صورت هدف

 کره  شرد  استفاده cDNA سنتز برای( ژاپن تاکارا،) Prime script RT reagentکیت از مطالعه این در

 مرحلره  سپس و گرفت انجام دقیقه 15 مدت به درجه 92 دمای در معکوس رونویسی واکنش آن طی

 سازی فعال ییر برایC° 85 دمای در ثانیه 5-11 مدت به معکوس ترانسکریپتاز آنزیم سازی فعال ییر

 معکروس  ترانسرکریپتاز  آنزیم که شد انجام این برای مرحله این. شد انجام معکوس ترانسکریپتاز آنزیم

 تخریرب  را شرده  سرنتز  cDNA ترا  نمود فعال ییر آنرا بایستی لذا و است اگزونوکلئازی فعالیت دارای

 .است شده آورده 9-2 جدول در cDNA سنتز واکنش فرمول. ننماید

 

  cDNA صحت تست

-RT                                 کنریم  تسرت  بودنشران  سالم نظر از را شده سنتز های cDNA اینکه برای کار از قسمت این در

PCR ژن از GAPDH [ های پرایمر از استفاده با GAPDH f و r GAPDH ] از cDNA شرده  ساخته 

. شرد  استفاده الگو عنوان به معمولی PCR واکنش در آن از cDNA سنتز تایید برای سپس. شد انجام

cDNA هرای  آزمرایش  رسریدن  فررا  زمان تا -21 فریزر در شده ساخته Real Time PCR   نگهرداری 

 .گردید

 

 cDNA از استفاده با Real Time PCR های آزمایش 

 ژنری  بیران  کمی تخمین های روش اعتمادترین قابل و حساسترین از یکی Real Time PCR آزمایش

 وجرود  هرا،  پراتوژن  وجرود  تاییرد  ،میکرو آرایره ای  نتایج تایید در گسترده بطور تکنیک این. باشد می
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 PCR یرک . گیررد  مری  قررار  استفاده مورد درمانی دارو مطالعات و ترانسژن کپی تعداد تایید سرطان،

 باشد، می PCR هر در بخش اولین که تصاعدی فاز در. باشد می پلاتو و خطی تصاعدی، فاز سه دارای

 می استوار اساس این بر  Real Time PCR. یابد می افزایش تصاعدی طور به مرحله هر در محصولات

 اولیره  الگروی  میزان با متناسب ال ایده شرایط تحت تصاعدی، فاز در PCR محصولات مقدار که باشد

. شود می برابر دو کافی، کارایی صورت در سیکل هر در PCR محصول لگاریتمی فاز طول در. باشد می

 طول و الگو خلوص پرایمر، یلظت ،PCR شرایط لگاریتمی، فاز طول در PCR درصد 111 کارایی برای

 بره  تواننرد  مری  RNA از شرده  سرنتز  cDNA و ژنومیک DNA. گردد بهینه باید شونده تکثیر قطعات

 رنگ بوسیله معمول طور به PCR فعالیت. گیرند قرار استفاده مورد Real time PCR برای الگو عنوان

 Molecular Beacons مثل DNA به اتصالی های پروب یا گرین سایبر همچون DNA به اتصالی های

 Base یرک  تروان  مری    PCR محصولات تکثیر نمودار در. شوند می مشخص  Taqman های پروب و

line سطح یک و  Thresholdسریکل  تعداد. گرفت نظر در PCR سرطح  در threshold  بره  فلورسرانس 

 نمونره  در هردف  نوکلئیرک  اسرید  میزان با معکوس بطور Ct مقادیر .شود می گرفته نظر در Ct عنوان

( عکرس  برر  و هردف  محصرول  از برالاتری  مقردار  برا  اسرت  متناسرب  Ct تر پایین میزان. ) دارد ارتباط

 مقایسره  برای که گیرد می صورت اندوژن رفرانس های ژن از استفاده با mRNA سطوح نرمالیزاسیون

 . باشد می مهم مختلف های نمونه بین ژنی بیان دقیق

 

 Real time PCR رنگ از استفاده با SYBR Green I 

 و دارد را ای رشته دو( Monitor DNA groove) کوچک شیار به اتصال توانایی SYBR Green I رنگ

 هرای  سریکل  تعرداد  افرزایش  برا . یابد می افزایش آن در فلورسانس کردن عساط قدرت اتصال، از پس

PCR تعداد DNA رنگ اتصال افزایش باعث امر این. یابد می افزایش نیز ای رشته دو SYBR Green 

I به DNA افرزایش . دارد همرراه  بره  را فلورسرانس  شدن عساط افزایش نتیجه در که شده ای دورشته 
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 extension مرحله پایان در فلورسانس حداکثر عبارتی به. افتد می اتفاق extension فاز در فلورسانس

 مرحلره  پایران  در فلورسانس حداکثر عبارتی به. افتد می اتفاق Denaturation مرحله در آن حداقل و

extension مرحله در آن حداقل و Denaturation قابرل  دسرتگاه  بوسیله شده ساطع فلورسانس. است 

 .است گیری اندازه و شناسایی

 در. گرفرت  انجرام  (Corbett Rotter-gene 6000)دستگاه از استفاده با Real time PCR های آزمایش

 master sybr از میکرولیترر  11 از متشرکل  کره  میکرولیترر  71 واکنش هر کلی حجم ها آزمایش این

green (،ژاپن تاکارا)، پرایمرهای مخلوط میکرولیتر 1 مقطر، آب میکرولیتر 2 Forward  و Reverse و 

 [.91]بود  نظر مورد cDNA از میکرولیتر 1

 

 Real time PCR های واکنش انجام روش

   قطعرات  ردیرابی  منظرور  بره  SYBR Green رنرگ  از آن در و شرد  انجام mL 20 حجم در واکنش این

cDNA واکنش محصول PCR هرا  واکرنش   انجرام  بررای  اسرتفاده  مرورد  دمایی پروفایل. شد استفاده 

. ثانیه 95 مدت به درجه 61 سپس و ثانیه 11 برای درجه 35 دقیقه،1 مدت به درجه 35 از عبارتست

 استفاده( ژاپن) تاکارا شرکت ساخت آماده Real time RT- PCR واکنش مخلوط از واکنش انجام برای

 .شد

 و شرده  تابیرده  nm 470  موج  طرول  برا  سبز نور ها نمونه به ،PCR محصول تکثیر میزان بررسی برای

 دمرای  در فلورسانس های سیگنال ردیابی. شد گیری اندازه nm 510 موج طول در فلورسانس سیگنال

 واکرنش  نتیجه در پرایمر دایمر ایجاد از ناشی محصولات دخالت میزان کار این که گردید انجام ℃72

 در واکرنش  برودن  اختصاصری  و واکنش صحت از اطمینان منظور به نهایت در. رساند می حداقل به را

 اختصاصری  باند یک وجود و سم شدهر℃95  تا ℃62 دمای از محصولات ذوب منحنی واکنش انتهای
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 وتحلیرل  تجزیره  مرورد  REST9 برنامه از استفاده با واکنش نتایج. گرفت قرار بررسی مورد واکنش در

 .شد استفاده نرمالایزر عنوان به GAPDH ژن از مطالعه این در. گرفت قرار

 

 Real Time PCR در استفاده مورد های پرایمر

 Real time هرای  واکرنش  در مطالعره  مورد های ژن بیان میزان تعیین برای استفاده مورد پرایمرهای

PCR سایت وب از Primer Bank تکثیرر  در پرایمرها تایید برای. شدند داده سفارش و شده استخراج 

 آزمایشرگاه  در سرپس  و گردیرد  اسرتفاده  ((primer Blast NCBI از اول گام در هدف، ژن اختصاصی

 .گرفت قرار تایید مورد ها آن اندازه و محصول

 

 آماری تحلیل و تجزیه روش

 و شرود  نمری  گرفتره  کرار  بره  معمرول  آمراری  هرای  روش خرون،  های نمونه ژنتیکی بررسی بخش در

 مورد جدید احتمالی تغییرات و نظر مورد های مورفیسم پلی شیوع میزان ارائه برای ساده درصدگیری

 .گرفت قرار استفاده
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بحث و نتاای    :فصل چهارم - 4

مربوط به پردازش پلاسما بار  

 سلول های سرطانی
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 مقدمه 4-1
‌

دستگاه جرت  توسط تاثیر  MCF_7سلول های سرطانی پستان رده ی  مشاهدات آزمایشگاهی بر روی

که در این فصل گزارشی از مشراهدات   گاز هلیوم انجام شد ا استفاده از( بAPJ) پلاسما اتمسفری سرد

 مربوط به هر نمودار را تحلیل خواهیم نمود.آزمایش را ارائه می دهیم و رفتار 

 شرح آزمایشات و تحلیل نمودارها 4-3
 

شرایط مختلفی از  MTT. در دومین تست ار به صورت آزمایشی انجام می شودیک ب MTTابتدا تست 

ها برای مرگ سلول های سرطانی را و بهترین دوز خواهیم داد پلاسما را مورد بررسی قرارهای  پارامتر

هرای  سرلول هرای سررطانی را برا دوز     انتخاب کرده و برای جلوگیری از خطا های آزمایشگاهی مجددا

 انتخابی آزمایش می کنیم و نتایج بدست آمده را به صورت نمودار نمایش می دهیم.

 گیرد. داشتیم مورد بررسی قرار می MTTتست مهاجرت سلولی نیز با دوز هایی که در تست 

در انتها تست بیان ژن آپوپتوز سلولی را بر روی سلول های سرطانی که توسط پلاسما درمران شردند،   

 قرار می دهیم.مورد بررسی 

 در انتهای هر تست نتیجه و تحلیل آزمایش بیان می شود.

‌

 MTT تست 4-3-1

 

هزار سلول در هر چاهک را با دو ولتاژ  مختلف  11خانه ای با  36 ظرفعدد  MTT ، 1در اولین تست 

 Duty Cycleو kHz 3.5، فرکانس ( ثانیه 171 و 31 ، 61 ،1کیلو ولت( و زمان های مختلف ) 4و 9)

 تحت تابش پلاسما قرار دادیم.    μ 2 را برابر

 تنظیم کردیم. cm 0.5، 9و برای ولتاژ  cm 1فاصله نوک شعله تا سلول را  4برای ولتاژ 

 بودند. سلول دارای ظرف هر از خانه14 ( مشاهده می کنید،1-4همانطور که در جدول )
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 MTTشکل شماتیکی پلیت تست اول  (1-4جدول )

 171برای  4ولتاژ  

 ثانیه

 31برای  4ولتاژ  

 ثانیه

 61برای  4ولتاژ  

 ثانیه

 کنترل 

 7 1  7 1  7 1  7 1 

 171برای  9ولتاژ  

 ثانیه

 31برای  9ولتاژ  

 ثانیه

 61برای  9ولتاژ  

 ثانیه

  

 7 1  7 1  7 1    

 

 شده است.برای جلوگیری از خطا در آزمایشات، هر نمونه یا هر چاهک به صورت دوبل قرار داده 

‌

 

 . MTT خانه ای اولین تست 87( ظرف 1-4شکل)

 



71 
 

را نمایش می دهد  ( عکس های گرفته شده از سلول های سرطانی تحت درمان با پلاسما7-4شکل)

 عکسبرداری شده اند. توسط میکروسکوپکه 

 . استبا پلاسما صورت گرفته ساعت بعد از درمان  74برداری ها پس از باید توجه داشت که این عکس

 ساعته سلول ها در انکوباتور نگه داری شده اند. ( 74) در این فاصله 

  

 کیلو ولت 4ولتاژ  با 1خانه شماره 

                           

 ثانیه      171         ثانیه                           31       ثانیه                          61            

 

 ) تکرار (کیلو ولت 4ولتاژ  با 2شماره خانه 

                       

 ثانیه               171          ثانیه                          31      ثانیه                           61            

 

 کیلو ولت 3با ولتاژ  1خانه شماره
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 ثانیه         171     ثانیه                             31    ثانیه                            61           

 

 ) تکرار (کیلو ولت  3با ولتاژ  2خانه شماره

                

 ثانیه          171      ثانیه                         31          ثانیه                        61           

     

 . MTTعکس های گرفته شده از سلول ها در تست اول  ( 3-4شکل ) 
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 .ساعت 34کیلو ولت بعد از  4و  2سلول برحسب زمان در ولتاژ های  11111نمودار جذب نوری  ( 2-4)شکل

 

تحت درمان پلاسما قررار   کیلو ولت 4(، سلول هایی که با ولتاژ 9-4( و نمودار)7-4با توجه به تصاویر)

را داشته اند و همچنین هر چه زمان  کیلو ولت 9گرفتند روند آپوپتوزی بهتری نسبت به تابش با ولتاژ 

تابش پلاسما بیشتر شده است باعث جدا شدگی بین زنجیره ی سلول هرای سررطانی شرده و موجرب     

 مرگ آنها می شود و این روند مطابق با انتظار ماست.

تست به دلیل زیاد بودن تعداد سلول ها در هر چاهک، شاهد آپوپتوز قابل تروجهی نبرودیم   اما در این 

اشته اسرت و طبرق مشراهدات میکروسرکوپی مقردار      تاثیر گذزیرا پلاسما فقط بر روی سطح سلول ها 

                                                                                                                                              زیادی از سلول ها هنوز در کف ظرف چسبیده بودند.
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هزار سلول در هر چاهک  5با توجه به نتایجی که در آزمایش قبلی داشتیم، در این آزمایش از تعداد 

 ثانیه در نظر گرفتیم. 171استفاده کردیم و زمان تابش پلاسما را 

و دبی هرای مختلرف برر روی سرلول هرا امتحران         Duty cycleپلاسما را با ولتاژ و  تاثیردر این تست 

 ارد را پیدا کنیم.بگذ بر روی سلول ها میکنیم تا بهترین شرایطی که میتواند تاثیر خوبی

 

 شرایط مختلف پلاسمایی ( 3-4جدول)

شماره ی 

 خانه 

 در پلیت

 (kV)ولتاژ
پهنای 

 (   μ)پالس
 (kHz)فرکانس

جریان 

 (L/minگاز)
 (cmه)فاصل

 لکنترتا  9 1

7 6.5  2 20  5 1 

9 3.5  4 20  5 1 

4 5  4 20  5 1 

5 5  5 20 5 1 

6 5  5 20 2.5 0.5 

2 5  5 20 2.5 0.5 

2 6  4 20 2.5 0.5 

3 5  3 20 2.5 1 

 

 خوانده شد. Elisa Readerساعت توسط دستگاه  74 از نتیجه این تست بعد
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 ( مقدار جذب نوری بدست آمده از هر نمونه را نمایش می دهد.9-4جدول)

 خواندن جذب نوری شرایط مختلف پلاسمایی ( 2-4جدول )

شماره ی 

 خانه

 در پلیت 

 (kV)ولتاژ
 پالسپهنای 

(μ   ) 
 (kHz)فرکانس

 جریان گاز

(L/min) 
 جذب (cmه)فاصل

 کنترلتا  9 1

0.106, 

0.115, 

0.146 

7 6.5  2 20  5 1 0.175 

9 3.5  4 20  5 1 0.089 

4 5  4 20  5 1 0.090 

5 5  5 20 5 1 0.092 

6 5  5 20 2.5 0.5 0.051 

2 5  5 20 2.5 0.5 0.091 

2 6  4 20 2.5 0.5 0.066 

3 5  3 20 2.5 1 0.072 
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 . MTTخانه ای تست  87ظرف  (4-4شکل)

خیلی  3 و 2 ،6جذب نوری در خانه های ، جدول با توجه به اعداد جذب نوری نشان داده شده در

و   کمتر شده سلول هاتعداد نشان دهنده این است که در این خانه ها  کمتر از دیگر خانه ها ست و

. با نگاه کردن به پلیت آزمایشگاهی و رنگ مایع ها بدین معناست که آپوپتوز بیشتری ر  داده است

چاهک ها را تشخیص داد به این صورت که خانه هایی که  نیز میتوان کم و زیاد بودن سلول ها در

است نشان دهنده وجود سلول های زیاد و خانه هایی که مایع داخل  به رنگ اریوانیمایع داخل آن 

 از سلول ها یا مرگ سلولی است. نمایانگر تعداد کمی، و رو به زردی میرود کم رنگتر آن

از آنجایی که آزمایش بر روی سلول های زنده ممکن است همراه با خطاهای زیادی صورت گیرد، در 

برای را ( 9-4مورد تایید در جدول )نتیجه برای اطمینان از درست بودن نتایج بدست آمده، آزمایشات 

 تکرار می کنیم.  دوم بار
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 تکرار آزمایش

 ساعت 74از تاثیر پلاسما بر روی سلول های سرطانی بعد 

 

 

 

 .ساعت 34عد از ( ب     پهنای پالس با واحد) سلول برحسب  3111نمودار جذب نوری  ( 3-4)شکل
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                 کنترل

           𝝁 3پهنای پالس درمان با                               

              𝝁 4درمان با پهنای پالس 

               𝝁 5درمان با پهنای پالس 

 .ساعت بعد از درمان با پلاسما 34(  عکس های گرفته شده از سلول 7-4شکل)
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  ساعت 42تاثیر پلاسما بر روی سلول های سرطانی بعد از 

 

 

 

 .ساعت49بعد از (       سلول برحسب پهنای پالس با واحد) 3111(  نمودار جذب نوری 6-4شکل )
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                             کنترل

                       𝝁 3درمان با پهنای پالس 

                                  𝝁 4پهنای پالس درمان با 

                        𝝁 5درمان با پهنای پالس 

 .درمان با پلاسماساعت بعد از  49(  عکس های گرفته شده از سلول 9-4شکل)
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  ساعت 27تاثیر پلاسما بر روی سلول های سرطانی بعد از 

 

 

‌

 

 .ساعت 63بعد از   duty cycleسلول برحسب   3111نمودار جذب نوری  ( 8-4)شکل
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                               کنترل

                    𝝁 3درمان با پهنای پالس 

                    𝝁 4درمان با پهنای پالس 

                    𝝁 5درمان با پهنای پالس  

 .ساعت بعد از درمان با پلاسما 63(  عکس های گرفته شده از سلول 11-4شکل)
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    𝜇 5 پلاسما با پهنرای پرالس   درمان که با دقت در نمودار ها و تفاوت بین عکس ها می توان دید

اشته است و هر چه زمان بیشتری میگذرد، سرلول نره تنهرا رشرد     روی سلول ها گذهترین تاثیر را بر ب

 ه آپوپتوز آن همچنان ادامه دارد.نمیکند بلک

تحقیقات نشان می دهد که پلاسمای سررد بره شردت از  رشرد تومرور در مروش هرا جلروگیری مری          

. مکانیسم های مختلفی در این باره پیشنهاد شده است. اول اینکه محتوای گونه هرای آزاد  [97]نماید

پس از تیمار با پلاسمای سرد در سلول های مذکور افرزایش یافتره و موجرب آسریب      (ROS)اکسیژن 

در حد کشنده بودن برای سرلول   DNA قابل توجه سیستم آنتی اکسیدانی و شکست های دورشته ای

سلولی و سایر تراثیرات پلاسرمای سررد بره صرورت        DNA. دوم اینکه آسیب شدید[99]ها می گردد

وابسته به دوز موجب توقف چرخه سلولی، آپوپتوز یا نکروز می گردد. سوم اینکه احتمال بر این اسرت  

کلیدی ترین مولکول ها بررای کشرتن    NOو  H2O2رادیکال های آزاد که در میان گونه های مختلف 

 [.77سلول های سرطانی می باشد]

 آپوپتوز تحریک باعث سلولی کشت محیط در CAP از ناشی pH تغییر که است شده گزارش همچنین

معمولا می تواند یشای سلولی را تحت تاثیر گرما باز کند، که  CAPشود. از نظر فیزیکی، تماس با  می

را  CAPو امکان انتقال گونه های تولیرد شرده تحرت تراثیر      در مقیاس چند میکروثانیه اتفاق می افتد

با انرژی پایین  UVفراهم می کند که نتیجه آن پاسخ های سلولی مختلف است. به علاوه، فوتون های 

وند. به علاوه، به این می توانند به صورت ییرمستقیم روی ژن ها اثر بگذارند و منجر به مرگ سلولی ش

دلیل که سلول های سرطانی تکثیر سریع تری نسبت به سلول های طبیعی دارند، گرزارش شرده کره    

CAP      می تواند به صورت انتخابی سلول های سرطانی را هدف قررار داده و در مرحلره میتروز چرخره

 [.4سلولی اختلال ایجاد کند]
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 MIGRATION تست 4-3-3
‌

‌

 20با فرکانس  ( petri dish سانتی متری) 935 ظرف  4را در  هزار سلول 250 حدوددر تست مهاجرت 

kHz  ،(duty cycle 3,4,5) 5، ولتاژ kV   2.5، دبری L/min     ثانیره بره صرورت     120در مردت زمران

  دورانی تحت تابش پلاسما قرار گرفتند.

 های سلولرت دورانی روی سلول ها تاباندیم. و در پایان پلاسما را به صو ،بزرگ بودن ظرف به دلیل

انتقال دادیم سپس با استفاده از  مهاجرت های ظرف به و کرده منفرد شمارش جهت را درمان تحت

 میکوسکوپ تعداد سلول هایی که مهاجرت داشته اند را شمارش می کنیم.

 

 .  duty cycleتعداد سلول مهاجرت کرده برحسب   ( 11-4)شکل

 نشان آزمایش این در ولی داشته ها سلول آپوپتوز در خوبی تاثیر  MTT تست در پلاسما اینکه با

 افزایش این .یابد می افزایش پلاسما تابش تحت سرطانی های سلول مهاجرت که است شده داده

 پروتئین افزایش باعث پلاسمادستگاه  duty cycle کم شدن که باشد دلیل این به تواند می

. است شده هستند مهاجرت و سلولی چسبندگی واسطه که ها سلول در موجود اینتگرین
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اینتگرین ها سیگنال های مکانیکی و شیمیایی را انتقال می دهند. این سیگنال ها علاوه بر 

سازماندهی و بازسازی سلول ها در طی چسبندگی و مهاجرت، کنترل دقیقی بر روی بقای سلولی 

 [.94اعمال میکنند]و تکثیر سلولی را 

مطابق با مطالعات انجام شده روی چسبندگی و تکثیر سلولی، این فرضیه مطرح شده که تماس 

 [.4اجرت سلولی و متاستاز اثر بگذارد]می تواند روی ژن های مربوط به مه CAPبا 

 

 و بررسی بیان ژنی Real Time PCRواکنش  4-3-2
‌

‌

 ها RNA استخراج ادامه در و گرفتند قرار پلاسما درمان تحت ها سلول MIGRATION تست مشابه

 پروتوکل، اساس بر integrityتست  انجام و پیکودراپ توسط RNA یلظت خواندن و ساعت 74 از پس

 .گرفت صورت cDNA تست انجام و cDNA سنتز

 Real-Timeو تسرت   RNAشکل های زیر کشت سلول های سرطانی در سه ظرف را  برای استخراج 

‌نشان می دهند.
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 های مختلف پلاسما. Duty Cycleتحت تاثیر  Bax(  تغییرات ژن آپوپتوزی 13-4شکل)
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این بیانگر آن اسرت   بیشترین مقدار را دارد و   D.C=5در  Baxهمانطور که درنمودار دیده میشود ژن 

 دارند.که سلول های سرطانی در این مقدار جریان پلاسمایی بیشترین آپوپتوز را 

. روند می شمار به توزآپوپ میتوکندریایی مسیر در دخیل مهم های ژن جمله از Bcl-2 و Bax های ژن

 و رشرد  بررای  هرا  سلول و خورده هم به پتوزآپو و تکثیر بین تعادل سرطانی های سلول در که آنجا از

 فراینرد  و هرا  ژن ایرن  بیران  میران  مسرتقیمی  ارتبراط  دارنرد،  پتوزآپو مهار به نیاز خود رویه بی تکثیر

 هرای  هردف  جملره  از توانرد  مری  ها ژن این بیانی تغییرات بررسی بنابراین. دارد وجود شدن سرطانی

( تغییررات ژن آپوپتروزی   17-4شکل ) .[95] رود شمار به سرطان مطالعات در تشخیصی یا و درمانی

Bax      را تحت تاثیر جریان های متفاوت پلاسما نشان می دهد. همانطور کره درنمرودار دیرده شرد ژن

Bax  درDuty Cycle = 5     بیشترین مقدار را دارد و  این بیانگر آن است که سلول هرای سررطانی در

 این مقدار جریان پلاسمایی بیشترین آپوپتوز را دارند.

بیشترین مرگ سلولی را به همراه داشت، در نتیجه با این  نیز همین مقدار دوز پلاسما MTTدر تست 

 را ثابت کرد. MTTتست میتوان صحت نتایج تست 

 

 (.melt curve( منحنی ذوب )12-4شکل)
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 دارای ژن هرر  آنجرایی کره   نمونه ها را نشان مری دهرد. از   (melt curve)( منحنی ذوب 19-4شکل )

 منطبرق  هرم  برا  باید ها نمونه تمام در ژن یک های منحنی بنابراین باشد می خود خاص ذوب منحنی

باشند. در نتیجه نمودار بدست آمده در آزمایش ما یک  قله تک ها منحنی تمام باید همچنین و باشند

 نمودار قابل قبول است.

یافته ها ما نشان دهنده ی درستی این فرضیه هستند که تنظیم فرسایشی اپی ژنیک در سرلول هرای   

ول های سرطانی تومور ها ممکن اسرت در اثرر پلاسرما ایجراد شرود. بررسری هرای        سرطانی شامل سل

بیشتری در این زمینه باید انجام شود تا تاثیر شرایط مختلف متیلاسریون شناسرایی شرود. همچنرین     

بررسی های بیشتر میتواند نقش اپی ژنیک پلاسما را بیشتر مشخص کند تا روش های درمانی بهترری  

 انی شناسایی شود.برای بافت های سرط

‌
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جما  بجادی،    :پاججم فصل  - 5

نتیجه گیری و پیشجهادات برای 

 پژوهش های آیجده
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 نتیجه گیری 3-1

 

با استفاده   MCF_7در این پژوهش اثر پلاسمای اتمسفری سرد بر سلول های سرطانی پستان رده ی 

بررسی شرده اسرت.    Real Time PCR، مهاجرت سلولی و واکنش MTTاز تست های سمیت سلولی 

 نتایج حاصل به طور خلاصه به شرح زیر می باشند.

در سلول های سرطانی آپوپتوز ر   Duty cycleاین تست نشان می دهد که با افزایش : MTT تست

همچنین با گذشت زمان این کاهش سلول ادامه دارد کره  می دهد و تعداد سلول ها کاهش می یابد و 

برین مرواد      و      این موضوع حاکی از افزایش گونه های فعال اکسیژن و مواد سرمی از قبیرل   

سلول های سرطانی آسیب قابرل تروجهی بره     داخل یذایی سلول است. این مولکول ها با وارد شدن به

 می شوند. DNAسیستم آنتی اکسیدانی و باعث شکست دو رشته ای 

را برر مهراجرت   تراثیر پلاسرما   با استفاده از تست مهاجرت سلولی می تروان  : تست مهاجرت سلولی

نشان می دهند که مهاجرت سلول های سرطانی تحرت تراثیر ترابش    مشاهدات سلول ها بررسی کرد. 

مهاجرت سرلول   Duty Cycleاین تست نشان می دهد که با کاهش  همچنین پلاسما افزایش می یابد.

افزایش می یابد که این موضوع حاکی از افزایش پروتئین اینتگرین موجود در سلول هرا  های سرطانی 

 است. پروتئین اینتگرین واسطه چسبندگی سلولی و مهاجرت سلولی است.

کره ژن القرای    Baxتغییررات ژن   Real Timeتسرت  : و بررسی بیان ژنی Real Time PCRتست 

مشاهدات نشان می دهند که با  آپوپتوز است را تحت تاثیر پارامتر های مختلف پلاسما نشان می دهد.

موجود در سلول ها افزایش می یابد و این موضروع حراکی از افرزایش     Baxژن  Duty Cycleافزایش 

 آپوپتوز در بین سلول ها است.
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 آینده کارهای و پیشنهادات 3-3

 

می تواند نتایج بهتری در آپوپتوز سلول هرای سررطانی نشران       و    استفاده ترکیبی از  -1

فعرال اکسریژن در پلاسرما    افزایش گونه های اضافه کردن درصدی از گاز اکسیژن باعث دهد. 

  میشود و تاثیر بیشتری را در متلاشی کردن سلول های سرطانی دارد.

 درمان ترکیبی نانوذرات و پلاسما می تواند تاثیر متفاوتی بر روی سلول ها داشته باشد. -7

میزان محیط کشت سلول می تواند بر میزان تراثیر پلاسرما برر    . تغییر در میزان محیط کشت -9

 ثر باشد.موکف ظرف  روی سلول های

 تاثیر تابش پلاسما بر روی سلول های سالم. -4
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Abstract  
 

Using cold plasma reduces cell proliferation, binding and migration and induces 

apoptosis in neoplastic cells, while show no damaging effect on healthy cells. 

Therefore, it can be a good therapeutic treatment compared to other treatments for 

cancer cells. In this study, helium plasma jet was used to generate create plasma at room 

temperature as a Spot radiation for the treatment of breast cancer cells (MCF_7) with a 

frequency of 20 kHz, voltage 5 kv, flow 2.5 L/min in time 120 seconds with Three 

different doses (duty cycle 3,4,5). Using the cytotoxicity test (MTT), the percent 

survival of the treated cells was examined. Also, Migration Assay and Real Time PCR 

tests were performed and the results were evaluated by ELISA Reader. According to the 

results, in MTT experiment at duty cycle = 5 μsec , the best effect of plasma and the 

highest apoptosis was observed, also showed the highest increase in apoptosis in 72 

hours after treatment. But in the cell migration test, the results of the treatment indicated 

an increase in cell migration compared to the control group. Real Time PCR results 

indicate that Bax gene (Gene induced apoptosis) expression was higher in Duty cycle = 

5 𝜇   , which means that it has the most induction of apoptosis. 

 

Keywords: Cold Plasma, MCF_7, MTT, Migration, Real Time PCR, Plasma jet 
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