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Abstract 

Introduction: Iron plays an important role in physiological processes as a trace element. Today, iron oxide 

nanoparticles have attracted extensive attention due to their super paramagnetic properties and a variety of potential 

applications in many fields. The main objective of this study was to evaluate in vitro and in vivo toxic effects of the iron 

oxide nanoparticles on L929 cell line, kidney and liver function, in order to achieve a safe application of the mentioned 

nanoparticles. 

Methods: The toxicity effects of 200 and 800 µg/ml iron oxide nanorods on L929 were determined using (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide )MTT( test. One and 24 h after the injection of iron oxide via 

tail vein, serum iron, blood urea nitrogen (BUN) and liver enzymes (ALT, AST, and ALP) were measured as indicators 

of the kidney and liver function, respectively. Histopathological studies on liver and kidney was carried out using light 

microscopy following tissue processing steps and standard H&E staining. 

Results: The viability of the cells exposed to iron oxide nanorods, was decreased with increasing dose. No 

significant differences were observed between biochemical factors, 1 and 24 h after the injection of nanoparticles. 

Serum iron level showed no difference with control 1 h after the injection. However, it exhibited a significant increase 

24 h after the injection as compared to the control. Meanwhile, pathological studies did not show any acute toxic 

damage. 

Conclusion: Use of the iron oxide in short-time and in doses less than 800µg/ml may be safe. More studies are 

needed for accurate assessment of the toxicity of these particles in terms of dose، time and the type of covering. 
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‎ی‎حاد‎نانو‎ذرات‎اکسيد‎آهن‎با‎پوشش‎اوره‎بر‎رده‎یاثرات‎سم‎ی‎مطالعه

‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎‎کليه‎و‎کبد‎‎کيستوپاتولوژي،‎پارامترهای‎بيوشيميايی‎و‎ه‎L929یسلول

 ‎يیدر‎موش‎صحرا

 *1پوری، محسن عل3قاسم پور هیرق، 2شکرگزار ی، محمدعل1قاسم پور هیسر

 زنجان، زنجان یدانشگاه علوم پزشک ،یولوژیزیگروه ف. 1
 تهران ران،یا یبانک سلول ران،یپاستور ا تویانست .2

 دانشگاه تهران، تهران ستیز طینو و مح یها یگروه انرژ .3

 22آبان  33پذیرش:   22مرداد  3دریافت: 
  

 چكيده

 ی بالقوه یو کاربردها کیخواص سوپر مگنت لیآهن به دل دی. امروزه نانو ذرات اکسکند یم فایا کیولوژیزیف یهاندیدر فرآ ینقش مهم یمغذ زیر کیآهن به عنوان  :مقدمه

       جلب کرده است. خود یرا به سو یادی، توجه زها نهیزماز  یاریفراوان در بس

-2, 5-(dimethylthiazol-2-yl-5 ,4)-3) توسمط تسمت   L929 یسملول  ی رده یبمر رو  μg/ml 033و 233 یآهمن بما دوزهما    یهما  لمه ینانوم تیسمم  :هاا   روش

diphenyltetrazolium bromide (MTT))  نیآهمن سمرم و هم نم    ،ییموش صحرا یدم دیبه ور ها لهینانوم قیساعت پس از تزر 24و  کی. دیگرد یساعت بررس 24در 

 یریگ ازهاند و کبد هیعملکرد کل یبه عنوان شاخصها بیفسفاتاز، به ترت نیترانسفراز و آلکال نویترنسفراز، اسپارتات آم نویمآ نیشامل الان یکبد یمهایخون و آنز ی اوره تروژنین

 انجام شد. ینور کروسکوپیو م نیائوز -نیلیهماتوکس یزیتوسط رنگ آم کیستوپاتولوژیمطالعات ه شدند.

نداشتند. سطح  یدار یمعن شینانو ذرات افزا قیساعت پس از تزر 24و  کیخون  ییایمیوشیب ی. فاکتورهاافتیهش دوز کا شیسلولها با افزا یریپذ ستیز زانیم ها: يافته

 نشد. دهیحاد د تیآثار سم زین انهاشده از ارگ هیته ینشان داد. در لامها دار یمعن شیساعت افزا 24 نشان نداد. اما پس از یرییتغ قیساعت  بعد از تزر 1آهن سرم 

ذرات بر حسب دوز، نوع  نیا تیدر خصوص سم قیدق یابی. ارزشود یم یتلق منیا ،یبردار ریآن در تصو یآهن در دوز مصرف دیاکس یها لهینانوم استفاده از ري:جه گيينت

 .باشد یم شتریو زمان استفاده، مستلزم مطالعات ب پوشش

 

هی، کبد، کلMTT ،یریپذ ستیآهن، ز دیاکس یها لهینانوم :هاي كليدي واژه

 1مقدمه

فناوری در شاخه های مختلم  علموم    نانو استفاده و کاربرد

پزشکی، داروسمازی، تصمویربرداری، محمیط زیسمت و      از جمله
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صنعت توجه و علاقه بسیاری از دانشممندان را بمه خمود جلمب     

ها موادی هستند که در یک، دو و یما سمه    کرده است. نانو ماده

حالیکمه نمانوذرات    در. باشمند  ممی  nm133-1 ی بعد در انمدازه 

ی نمانومتری   موادی کروی هستند که در هر سه بعمد در انمدازه  

پارا مغناطیسی اکسید آهمن بما    ذرات سوپر هستند. مشتقات نانو

قمرار  پوششهای مختل  در سیستم دارورسمانی ممورد اسمتفاده    

دستیابی بمه  درصدد  بسیاری از محققین اخیراً .[27، 0] ردیگ یم
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 بخصمموص دارورسممانی هدفمنممد[ 11] ممموارد اسممتفاده دارویممی

[ 2با کمک نانوسماختارها ]  ، تصویربرداری پزشکینانوساختارها

کمی از  ی. [23] هسمتند  در مقیما  نمانومتری   وسایل پزشکی و

مواد این اسمت کمه در صمورت تغییمر      مهمترین ویژگیهای نانو

اندازه، تغییمرات شمیمیایی، فیزیکمی و بیولموژیکی وارمحی را      

ای بمه   بنابراین مواد با تغییمر در انمدازه از تموده    آورند. بوجود می

شموند کمه    نانومتری، تبدیل به مواد جدیدی با خواص جدید می

 کمه  گذارنمد  می ریانسان تأث بیولوژیک بخصوص یها ستمیسبر 

شناخته شده نیسمتند و مسمتلزم تحقیقمات گسمترده      هنوزالبته 

وژیک مستلزم بیول یها ستمیسمواد در  باشند. استفاده از نانو می

هما،   دانستن چگونگی تعاملات بمین نانوسماختارها بما پمروتئین    

 همما سممتمیسسمملولها، هورمونهمما و فاکتورهممای ایمنممی در ایممن 

         و In vitro. مطالعممات زیممادی در فازهممای  [10] باشممد مممی

In vivo       بر روی این نانوساختارها انجمام شمده اسمت و نتمای

. بنممابراین هممر نمموع  [2] متفمماوتی نیممز گممزارش شممده اسممت  

شود مستلزم انجام آزمایشات دقیمق   نانوساختاری که ساخته می

و کامل است تا بتوان از آن در موارد انسمانی و یما در صمنای  و    

در ارتبما  اسمت، اسمتفاده کمرد.      انسان با آنهما  که ییها طیمح

ی عبمور کمرده و   لبرخی از این نانوساختارها از عرض غشاء سلو

 .  [6] کنند رسند و آثار خود را اعمال می یبه میتوکندری م

توانند منجر به پاسمخهای گونماگونی در سملولها     مواد سمی می

دانشمندان بطور عمده بر روی مکانیسممهایی کمه   . [22]شوند 

انممد. بنممابراین  شموند، متمرکممز شممده  باعم  مممرل سمملولی مممی 

فاکتورهایی که در آپوپتوز و یا نکروز سلولی دخیل هستند مورد 

همای سمنجش سممیت     یکمی از راه  .[17] گیرند طالعه قرار میم

روشی است کمه از   MTTباشد.  میMTT نانوساختارها، تست 

 شمود.  آن برای تشخیص توکسیسیتی یما سممیت اسمتفاده ممی    

ی رادیواکتیونیست.  ای است که حاوی ماده ماده MTTمحلول 

محلول در آب را به ترکیمب   MTTمیتوکندری در سلول سالم، 

ر محلمول در آب بمه رنمگ ارغموانی، بنمام فرممازان تبمدیل        غی

در سلولهای گروه آزمایش  فرمازانکند. نسبت درصد میزان  می

به سلولهای گمروه کنتمرل نشمانگر زیسمت پمذیری آنهاسمت.       

  سنجد. ها را می میزان فعالیت متابولیکی سلول MTTبنابراین 

آهمن   با توجه به مطالعات انجام شده روی نانوذرات اکسمید 

ذرات  نانواین بدون پوشش، مشخص شده است که بسیاری از 

 کننمد  بیولوژیک اعممال ممی   یها ستمیساثرات سمی زیادی در 

. بنابراین برای کماهش سممیت، افمزایش خمواص زیسمت      [22]

سازگاری و امکان کاربرد این نانوذرات در درمان همد  گیمری   

ود. شم  مناسب بر سمطح آنهما اسمتفاده ممی     یها پوشششده از 

از پلمی اتمیلن    تموان  یمم بخشمی از خمواص فمو      نیتأمجهت 

، [13] ، کیتوسمممان[24] ، دکسمممتران[12] (PEG)1ل گلیکمممو

ممواد ذکمر شمده    . و اوره نام بمرد  [14] ، طلا[1] الکل وینیل پلی

تموان   آلی و غیر آلی معایبی نیز دارند که می یها پوششبعنوان 

ل پذیری در غشماء  از آن به بروز سمیت، آگلومریزاسیون، انحلا

 .[24اشاره کرد ]سلول و ایجاد سمیت بیشتر 

کبد و کلیه از ارگانهای داخلی بدن هستند که در تصمفیه و  

دف  مواد زائد بدن نقمش اساسمی دارنمد. نانوسماختارها پمس از      

ورود به بدن به ارگانهای زیادی مانند کبد، طحال، کلیمه، مغمز   

شمده اسمت    گزارش راًشوند. اخی ریه و سیستم گوارشی وارد می

با اثر بر روی کبد و کلیمه باعم  افمزایش     Fe2O3که نانوذرات 

 شموند  فعالیت آنزیمهای کبدی و کاهش عملکمرد کلیموی ممی   

شمیمیایی و فیزیکمی ماننمد     ذرات بر اسا  خمواص  نای .[14]

مختل  بدن رسموب   یجنس، اندازه، شکل و غلظت در ارگانها

، در ممورد  دهمد  یمم ا نشمان  م یها یبررسکنند. تا جایی که  می

و  In vivoاکسید آهن با پوشش اوره و اثمرات آن بمه صمورت    

In vitro ی حارر برای  لذا مطالعه انجام نشده است. یمطالعات

اولین بار اثرات سمی نانوذرات اکسید آهن بمر زیسمت پمذیری    

ذرات ممذکور   ریتمأث و نیز  In vitroبه صورت  L929سلولهای 

کلیممه و کبممد در  ایی و هیسممتوپاتولوژیکبیوشممیمی بممر تغییممرات

موش صحرایی را به عنوان اهدا  ایمن مطالعمه ممورد بررسمی     

( FDA)2 ییمد شممده أداده اسمت. در ایممن تحقیمق از دوز ت  قمرار  

از  μg/kg 463بمرداری شمد. مقمدار ایمن دوز تاییمد شمده،       الگو

. ایمن دوز  [20] باشمد  نانوذرات آهن بما پوشمش دکسمتران ممی    

داخمل   و به صورت یید شدهأی تدر تصویربردارمیزانی است که 

 گیرد. می وریدی مورد استفاده قرار

 ها روش و وادم

ثیر أ، بممه تممIn vitroدر بخممش  تجربممی ی مطالعممهدر ایمن  
 

 

1. Polyethylene glycol 

2. Food and Drug Administration  



  1322، زمستان 4، شمارة 17جلد   فیزیولوژی و فارماکولوژی

426 426 

  

 ( و بمالا μg/ml233) اکسید آهن در دوزهای پایین های نانومیله

μg/ml)033بمه  گلیکول  اتیلن ( و با دو نوع پوشش اوره و پلی

       پرداختممه  L929 ی ردهروی سمملولهای  بممر ،عتسمما 24 مممدت

               هممای میلممهسمملامت نانو ت. تعیممین سمممیت یمما  شممده اسمم 

,2-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3)  زابا اسمتفاده   ذکر شده  

5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test)     

وه هر کدام از دوزها علا ،انجام گردید. در آزمایشات انجام شده

سملولهای   .نمد بر کنترل با یکدیگر نیز مورد مقایسمه قمرار گرفت  

L929  در محممیط کشممتDMEM
2کممه حمماوی 1

FBS 13 %

در همر   13333شدند. سلولها بمه تعمداد    باشد، نگهداری می می

 37خانه ریخته شده و در انکوبماتور در دممای    26چاهک پلیت 

داده % قمرار  4% و غلظت اکسیژن 23گراد، رطوبت درجه سانتی

 شدند.

اوره های داری پوشش اوره، ابتمدا   به منظور ساخت نانو میله

و آب دیونیزه در حضور گاز آرگن و بما اسمتیرر هممزده شمد. در     

 ( و نممک کلریمد آهمن   II) حضور گاز آرگن نمک کلریمد آهمن  

(III در محلول )مولار حل شده، سمپس بمه    1 کیدریدکلریاس

تیرر هممزده شمدند. گماز    اس مجدداً باو  همحلول اوره ارافه شد

 0شود. پمس از   آرگن باع  ایجاد محیطی عاری از اکسیژن می

مولار ارافه گردیده  31/3ساعت به محلول فو  اسید نیتریک 

ک روز روی مگنت قرار داده شد. محلول رویمی را  یو  به مدت 

در هر بمار   مرتبه رسوب شستشو داده شد. 2جدا نموده و سپس 

ممولار، شستشمو انجمام     31/3نیتریمک   لیتمر اسمید   میلی 43با 

درجمه جهمت    6گردید. محلول نهمایی در یخ مال، در دممای    

  کارهای بعدی نگهداری شد.

 از اطمینمان  و هما پمس از خمارد شمدن از یخ مال      نانومیله

 میمزان  بمه  ،(vortex) ورتکمس  توسمط  محلول شدن کنواختی

. جهمت  شمد  ختمه یر فمالکون  در و برداشته محلول از نیاز مورد

برابمر حجمم نانومیلمه، محمیط کشمت       2صلاح آنها، به میزان ا

DMEM) ،13%FBS (      24با آن افمزوده گردیمد و بمه ممدت 

 ،ساعت در انکوبماتور قمرار داده شمد. پمس از طمی ایمن زممان       

دقیقه سانتریفیوژ شد. سمپس   33به مدت و  1333 محلول دور

محلول رویی برداشته شده و به میزان حجم اولیه محلمول، بمه   
 

 

1. Dulbecco's Modified Eagle Medium 

2. Fetal Bovine Serum  

DMEM) ،13%FBSن محیط کشمت  آ افمزوده شمد. تهیمه     ) 

مطمابق بما روش سماخت     دارای پلی اتیلن گلیکول های نانومیله

باشد. با این تفاوت که پلی اتمیلن   های بدون پوشش می نانومیله

 .شود گلیکول به محلول اولیه ارافه می

سملولها در چاهمک   بما سملولها،    ها لهیمی نانو  جهت مواجه

میکرولیتمر محمیط کشمت     133یختمه شمده و   خانه ر 26پلیت 

DMEM) ،13%FBS (    به روی آنها ارافه گردید و بمه ممدت

ساعت در انکوباتور قرار داده شد تا سملولها بمه کم  پلیمت      24

هما   میکرولیتمر از نانومیلمه   43 ،ب سبند. پس از طی ایمن زممان  

 24روی سلولها ریخته شد سپس تا پایان ساعت مورد مطالعه )

 6هما در   انکوباتور قرار داده شدند. هر دوز از نانومیلهساعت( در 

برای سه بما   MTTچاهک ریخته شد. این مراحل جهت تست 

ساعت مواجه نانومیلمه بما    24پس از سپری شدن  تکرار گردید.

سلول، پلیت از انکوباتور خارد شده و در زیر همود ابتمدا محمیط    

لها، بمه  رویی سلولها خمارد گردیمد و پمس از آن بمه روی سملو     

میلمی  4/3بما غلظمت    MTTمیکرولیتر از محلول  133میزان 

(PBS)لیتر حمل شمده در  گرم بر میلی
3
 0.15M     .ارمافه شمد

محافظت شد و در   کاغذ آلومینیومی ی پلیت در برابر نور بوسیله

 4ساعت قرار گرفت. پس از سپری شمدن   4انکوباتور به مدت 

از روی  MTTحلمول  پلیت از انکوباتور خارد گردیمد. م ، ساعت

میکرولیتر محلول ایزوپروپمانول بمه    133سلولها برداشته شده و 

دقیقمه در   23بمه ممدت زممان     هر چاهک ارافه گردید مجدداً

انکوباتور قرار گرفت تا بلورهمای تشمکیل شمده در الکمل حمل      

گردد. پس از آن به منظمور بدسمت آممدن محلمول یکنواخمت،      

ر قمرار داده شمد. مقمدار    دقیقه بر روی شمیک  14پلیت به مدت 

 غلظت ماده حل شمده در ایزوپروپمانول بما دسمتگاه الایزاریمدر     

(STAT FAX 2100 USA)   نمانومتر   444، در طمول ممود

 .محاسبه شد

باشمند، چگمالی    یهای بیشمتر که دارای سلول ییها چاهک

دارای سلول کمتمر   یها چاهک( بالاتری نسبت به OD)4نوری 

 یتوان از رابطمه زیمر زیسمت پمذیر    دهند. بنابراین مینشان می

(viability) را مشخص کرد و با نمونه کنترل مقایسه  ها سلول

 نمود.
 

 

3. Phosphate Buffer Sodium 

4. Optical Density  

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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[7] 

 يافته ها

        نانممو  شمود،  مشماهده ممی   1 رةکه در شمکل شمما   بطوری

ای شمکل   د آهمن بمه لحماو مورفولموژی میلمه     یاکسم  های میله

ونمی  بر اسما  تصماویر حاصمل از میکروسمکوپ الکتر    . هستند

پوشمش اوره   دارای یهما  طولی و قطری نانومیله ةعبوری، انداز

 ییهما  مورد نانومیلمه  نانومتر است. در 14و  143برابر  به ترتیب

ی طولی و قطمری آنهما    دارای پوشش پلی اتیلن گلیکول، اندازه

 باشد. نانومتر می 23 و143 به ترتیب برابر طول

میکروسکوپ الکترونی  اوره توسط  های اکسید آهن با پوشش نانومیله -7شكل 
 23× 133با بزرگنمایی 
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 (p<34/3: )#مقایسه هر دوز بما کنتمرل،    (p<34/3: )§ساعت.  24های اکسید آهن اصلاح شده و نشده بر میزان زیست پذیری سلولی در  مقایسه اثرات نانومیله -2شكل 

 باشد. دامنه تغییرات می ±نمایانگر میانگین  ها ستون ،μg/ml033با  233ی دوز  مقایسه (p<34/3: )•، دوز مشابه خود یسه هر دوز بامقا
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       مقایسه همر دوز بما کنتمرل،    (p<34/3: )§ساعت.  72های اکسید آهن اصلاح شده و نشده )بدون پوشش( بر میزان زیست پذیری سلولی در  مقایسه اثرات نانومیله -4شكل

#( :34/3>p)  ، مقایسه هر دوز با دوز مشابه خود•( :34/3>p) با  133ی دوز  مقایسهμg/ml433 ،باشد. دامنه تغییرات می ±نمایانگر میانگین  ها ستون 
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مقایسه هر دوز بما   (p<34/3: )§ساعت،  24بر میزان زیست پذیری سلولی با یکدیگر و کنترل در  PEGو های اکسید آهن با پوشش اوره  ی اثرات نانومیله مقایسه -4 شكل
 .باشد دامنه تغییرات می ±نمایانگر میانگین  ها ستون، PEGدر  μg/ml 033با  233ی دوز  مقایسه (p<34/3: )•مقایسه هر دوز با دوز مشابه خود،  (p<34/3: )#کنترل، 
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ی هر دوز با  مقایسه (p<34/3: )§ساعت،  72بر میزان زیست پذیری سلولی با یکدیگر و کنترل در  PEGهای اکسید آهن با پوشش اوره و  ی اثرات نانومیله مقایسه -5 شكل
 .باشد یمدامنه تغییرات  ±نمایانگر میانگین  ها ستونکنترل، 
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: C-1. باشد یمدامنه تغییرات  ±نمایانگر میانگین  ها ستونساعت پس از تزریق نانو ذرات اکسید آهن به موش صحرایی.  24و  1ی مقادیر آنزیمهای کبدی  مقایسه -4 شكل

 ساعت. 24: کنترل C-24کنترل یک ساعت، 
ALT :Alanine Aminotransferase، AST :Aspartate Aminotransferase، ALP :Alkaline Phosphatase 
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 μg/ml033 و 233دوزهمای   ،2شمکل شمماره   با توجه به 

اصلاح شده و نشده نسبت به کنترل خود اخمتلا    یها نانومیله

دهد. در این نمودار پیداست کمه دوزهما    داری را نشان می معنی

دار دارند که این اختلا  بما   نیز نسبت به یکدیگر اختلا  معنی

افزایش دوز در جهت کاهش میزان زیسمت پمذیری سملولهای    

L929 اصلاح نشمده   یها رد نانومیلهباشد. این نتیجه در مو می

علاوه بر این، نکته قابل توجه این اسمت کمه    باشد. صاد  نمی

های اصلاح نشده، میمزان کمتمری از    در دوزهای ثابت نانومیله

اصملاح شمده نشمان     یهما  زیست پذیری را نسبت به نانومیلمه 

اند و این تفاوت در میزان زیست پذیری بمه لحماو آمماری     داده

شد. برای نشان دادن میزان اهمیت زمان در ایمن  با دار می معنی

 تمر شمامل  ، دوزهای پمایین  3شماره  شکلپژوهش، با توجه به 

سماعت،   72عنی ی تر یطولاندر مدت زمان  μg/ml433و  133

                مشممماهده   شمممکلشمممدند. طبمممق   MTTنیمممز تسمممت  

 در نشده و دهمش اصلاح های همیلنانوم ساعت 72 در که شود می

 .ندارند یتسم یزانم در یکدیگر با یتفاوت ثابت یدوزها

تر کردن و هدفمند کردن دارورسانی  یکی از راههای ایمن 

باشمد.   استفاده از پوششهای متفاوت بر روی نانوسماختارها ممی  

این پوششها اثرات متفاوتی را بر روی سلولها دارند لمذا در ایمن   

شکل در  کولپلی اتیلن گلی پژوهش نیز نتای  پوششهای اوره و

این دو نموع نانومیلمه پمس از     نشان داده شده است. 4 ی شماره

تعمممدیل  FBS قمممرار گمممرفتن در محمممیط کشمممت حممماوی 

(Modificationپیممدا کردنممد و تسممت ) MTT بممر روی آنهمما 

 4شمماره   شمکل انجام شده و باهم مقایسه شدند. با توجمه بمه   
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دامنه تغییرات  ±نمایانگر میانگین  ها ستونساعت پس از تزریق نانو ذرات اکسید آهن به موش صحرایی.  24و  1ی مقادیر نیتروژن اوره خون و آهن سرم  مقایسه -1شكل 

 دار آهن با کنترل.  ( اختلا  معنیp<34/3: )§. باشد یم
BUN : Blood Urea Nitrogen 
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 .باشد دامنه تغییرات می ±ها نمایانگر میانگین  ساعت پس از تزریق نانو ذرات اکسید آهن، ستون 24و  1ی مقادیرکراتینین خون  مقایسه -8شكل 
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همای  زیست پذیری سلولها در مواجه با دوز شود که می  مشاهده

نسبت به کنترل خود  PEG ها با پوشش اوره و مختل  نانومیله

 نیمز توجمه شمود(.    2ی  شمارهشکل دار دارند )به  اختلا  معنی

     نمانو  دار اثمرات سممی بیشمتر و معنمی     4 شماره شکلهم نین 

دهمد.   با افزایش دوز را نشان می PEGدارای پوشش  یله هایم

اهش زیسمت پمذیری   علاوه بر این در دوزهمای ثابمت نیمز کم    

، تفماوت  PEGبما پوشمش    یها سلولها بدنبال مواجه با نانومیله

بما توجمه بمه     .اند داری را نسبت به پوشش اوره نشان داده معنی

در دوزهمای   PEGدار شده با  ها پوشش ، نانومیله4شماره  شکل

دار دارند ولمی   ساعت با کنترل خود تفاوت معنی 72متفاوت در 

دوز  ،در مطالعات حیموانی  رود.   از بین میبا افزایش دوز اختلا

μg/ml/kg463   .و کنتممرل مممورد مطالعممه قممرار گرفتممه اسممت

الانین آمینو ترنسفراز، اسمپارتات آمینمو    ی شاملکبد یمهایآنز

 نمانو  یقتزر از پس ساعت 24 و 1، ترانسفراز و آلکالین فسفاتاز

مقمادیر  (. 6شمماره   )شکل نداشتند خود کنترل با یتفاوت ها لهیم

 یهما  شماخص نیمز بمه عنموان     نیتروژن اوره خمون و کمراتینین  

 هما  لمه یم نمانو  یمق تزرز ا پمس  سماعت  24و  1عملکرد کلیوی، 

. بطموری  (0و  7ندادنمد )شمکلهای   تفاوتی با کنترل خود نشان 

شود، سطح آهن سمرم خمون    مشاهده می 7شماره  شکلکه در 

ل خمود  نسمبت بمه کنتمر    هما  لهیمساعت پس از تزریق نانو  24

داری پیدا کمرده اسمت درحالیکمه ایمن نتیجمه در       افزایش معنی

هم نمین در   .شمود  مورد ساعت اول پس از تزریق دیمده نممی  

علائمی مبنمی بمر تغییمر    مطالعات میکروسکوپ نور، هی گونه 

کلیوی، التهاب و  و چروکیدگی سلولهای کبدی و گی شکل، پار

 .ه نشدمشاهد دیگری یا هر نوع تغییر پاتولوژیک حاد

 بحث

، تمممام In vitroبمر اسما  نتمای  ایممن مطالعمه در بخمش      

اکسید آهن در تمام دوزها منجر به کاهش زیسمت   یها نانومیله

میزان زیست پذیری نیمز   ،دوز شیبا افزاپذیری سلولها شدند و 

ی آسمیب   کاهش بیشتری پیدا کمرد و ایمن مطلمب نشماندهنده    

 

( در مقایسه با کنترل C(، توبول نفرون کلیوی )B( در مقایسه با کنترل )Aوژیک کبد )بر تغییرات هیستوپاتول μg/ml/kg 463اثر نانو میله های اکسید آهن با دوز  -3شكل 
(D( و گلومرول )E( در مقایسه با کنترل )F.) 
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هم نمین   باشمد.  می های اکسید آهن رسان بودن بیشتر نانومیله

همای دارای پوشمش    زیست پذیری سلولها در مواجه با نانومیلمه 

های دارای پوشش پلی اتیلن گلیکول بمود.   اوره بیشتر از نانومیله

کمه نمانو    ییهما  زمیمکمان مطالعات نشان داده است که یکمی از  

تواننمد باعم  آسمیب و ممرل سملول و       ذرات از طریق آن ممی 

ه شوند، آسیب مکانیکی است. یکی زند یها سلولکاهش تعداد 

باشمد   از بخشهای سلول که بیشتر مورد همد  نمانو ذرات ممی   

میتوکندریها هستند. هر چند نمانو ذرات در مواجهمه بما سملولها     

اما برخی از آنها بخصوص  دهند، رفتارهای متفاوتی را نشان می

نانو ذرات میلمه ای شمکل ایمن توانمایی را دارنمد کمه از غشماء        

 ور کرده و به اندامک های داخمل سملولی و ترجیحماً   سلولی عب

ار اخمتلال نماینمد   چم ری ها ب سبند و عملکرد آنها را دمیتوکند

[4].  

کی دیگر از نتای  این مطالعه این است که میزان زیسمت  ی 

همای اکسمید آهمن     کمه در معمرض نانومیلمه    ییپذیری سلولها

همای   اصلاح شده قرار گرفتمه بودنمد در مقایسمه بمه نانومیلمه     

اصلاح نشده، بیشتر بود. گزارشات موجود حاکی از آن است که 

ی اولیه بما سیسمتمهای بیولوژیمک دچمار      نانو ذرات در مواجهه

محیط بیولوژیمک   شوند که بطور ثانویه تغییراتی در تغییراتی می

گمردد.   شوند که در نهایت به مرل سلول منتهی می را سبب می

بیشمتر ممورد بررسمی قمرار      یکی از شرایطی کمه  در این ارتبا 

 بیولوژیک است که احتمالاً یها ستمیسی  گرفته، تغییر اسیدیته

بمه دور   یو تشکیل یک لایه پروئتین ناشی از تجم  پروئتین ها

 pHها و اشباع سطح آنها از پمروتئین اسمت کمه تغییمر      نانومیله

سطح نانوذرات آهمن دارای بمار    داشت.محیط را بدنبال خواهد 

همای دارای بمار متبمت     جذب پمروتئین  که منجر بهمنفی است 

همای آزاد محمیط    شود، بنمابراین تغییمر در میمزان پمروتئین     می

رونمد   گمردد، لمذا   محمیط ممی   pHبیولوژیکی منجر به تغییر در 

توان بمه تغییمر شمرایط زیسمتی نما مناسمب        مرل سلولی را می

 clالبته در این میان نقش  سلول نسبت داد.

در جذب شدن به  –

محمیط، بمه طمور وارمحی در      pHنانوذرات و ایجاد تغییمر در  

دار، ثابت شده  نانوذرات بدون پوشش نسبت به نانوذرات پوشش

است. نانوذرات بمدون پوشمش در تخریمب اسمیدهای آمینمه و      

. ]23[ای دارنممد  نیمز نقممش برجسمته   Hclهممای دارای  ویتمامین 

اشمباع شمدن سمطح    ی جالمب توجمه ایمن اسمت کمه بما        نکته

هما از   ها از پروتئین و پوشیده شدن تمام سطح نانومیلمه  میلهنانو

محیط کشت و افزودن محیطمی تمازه کمه     پروتئین، با تعویض

هما   باشد، دیگر در سمطح نانومیلمه   می های جدید حاوی پروتئین

هما وجمود    های جدیمد بما نانومیلمه    فضایی برای اتصال پروتئین

ه و از ایمن رو  نخواهد داشت و لذا شرایط محیطی تغییری نکرد

، تغییراتمی بمه نفم  ممرل سملولی نخواهمد       سلولها حیط رشدم

بنمابراین   .[21-12] یافمت  ها بهبود خواهمد  داشت و رشد سلول

توان بطمور   باشد می می ها با این روش که همان اصلاح نانومیله

میزان مرل سلولی بدنبال اثرات مستقیم نمانوذرات را   دقیقتری

هما بما پمروتئین،     ح کردن نانومیلهبدست آورد. رمن اینکه اصلا

باشمد. در راسمتای    راهی برای بالا بردن میزان ایمنی آنهما ممی  

ای کممه توسممط محمممودی و  نتممای  بدسممت آمممده، در مطالعممه

انجام شده اسمت، نمانوذرات اکسمید     2313همکارانش در سال 

آهممن کممروی شممکل بممدون پوشممش و پوشممش داده شممده بمما  

(PVA)است. در این تحقیمق همر دو    ، مورد بررسی قرار گرفته

نوع نانوذره )با و بدون پوشش( بصورت اصلاح شمده و نشمده،   

ارزیابی شده و میزان زیست پمذیری سملولهای    MTTبا تست 

قرار گرفته در معمرض نمانوذرات اصملاح شمده بیشمتر از نموع       

. علاوه بر این آثار سممی  ی آن گزارش شده است اصلاح نشده

ع بدون پوشش آن نیز گزارش شمده  نانوذرات اکسید آهن در نو

است علت این آثار به دنبال صدماتی اسمت کمه نمانوذرات بمه     

DNA  نانوذرات اکسید آهن بمر حسمب دوز    .[21] اند کردهوارد

و زمان ممکن است اثرات مختلفی بر عملکمرد ارگانهمای بمدن    

داشته باشند. بمه عنموان متمال     In vivoو  In vitroدر شرایط 

ه توسممط خورشممیدی و همکممارانش در سممال ای کمم در مطالعممه

، بر روی اثرات رفتاری نمانوذرات اکسمید آهمن بمر روی     2313

موش صحرایی انجام شده است، تخریب حافظه بدنبال اثمرات  

 .]24[نانوذرات اکسید آهن مشاهده شده است 

زیسمت   بمر به منظور ارزیابی فاکتور زممان   پروژهما در این 

سماعت   72را در  μg/ml433و  133دوزهمای   سملولی،  یریپذ

دیمده   3 شمکل  درهمانگونمه کمه    نیز مورد بررسی قرار دادیمم. 

رسد  بنظر می. داری ندارند دوزهای مشابه تفاوت معنی شود، می

هما   نانومیلمه شمدن  اصلاح  ،ساعت 72که در زمانهای بالا مانند 

هما   شود و شرایط محیطی برای هر دو نوع نانومیلمه  محقق نمی

توجه به این نکته رروری است که براسما    گردد. یکسان می

اولیمه   یسملولها در سماعتها   رسد یم، به نظر 2شکل اطلاعات 

سماعت   72میرند بنمابراین در تسمتهای    ها می مواجه با نانومیله
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رود که بما   سلولهای مرده در محیط قرار دارند و این احتمال می

 همای آن در  گذشت زمان سلولهای مرده لیمز شمده و پمروتئین   

گردند و همین امر موجب ایجاد شرایط جدیمد   محیط پخش می

شود که در نهایت به یکسان شدن شرایط قبمل و   در محیط می

گردد. بنمابراین   ساعت منجر می 72ها در  بعد از اصلاح نانومیله

برای بدست آوردن میزان دقیق مرل سلولی بدنبال مواجمه بما   

یستی( بایمد شمرایط   )نه بدلیل بهم خوردگی شرایط ز ها نانومیله

محیطی را ثابت نگمه داشمت. یکمی از راههمای ثبمات شمرایط       

تواند تعویض محیط کشت و به عبارتی خارد کردن  زیستی می

شممود  سملولهای مممرده از محممیط باشممد بنممابراین پیشممنهاد مممی 

 آزمایشات تکمیلی در این زمینه انجام گردد.

هما راهمی بمرای اتصمال آنتمی       پوشش دار کمردن نانومیلمه  

آنها در دارورسانی هدفمند و یما نشمان دار    ی ها و استفاده بادی

( PEGباشد. در این میان پلی اتیلن گلیکمول )  کردن سلولها می

و اوره از ممموادی هسممتند کممه در پوشممش دهممی نانوسمماختارها  

پلیمری است که در فناوری نمانو از آن   PEGشوند.  استفاده می

ود. این مماده خاصمیت   ش به عنوان پوشش نانوذرات استفاده می

ایمونوژنیک و آنتی ژنیک ندارد و بمه خموبی در آب قابمل حمل     

. علاوه بر این ممدت زممان مانمدگاری طمولانی در     [31]است 

لذا  با این پمیش زمینمه،    .[34] خون دارد و با بدن سازگار است

همای اکسمید آهمن بما      میزان سمیت نانومیلمه  مطالعهما در این 

ممورد   In vivoو  In vitroدو فماز   را در PEG وروکمش اوره  

 قرار دادیم. بررسی

در ایممن مطالعممه، زیسممت پممذیری سمملولها در مواجممه بمما    

آن  PEGپوشش داده شده بما اوره بیشمتر از نموع     یها نانومیله

پلیممری اسمت کمه زیسمت      PEGبود. همانطور که ذکر شمد،  

امما   [.34] سازگار بوده و مدت زمان حضور آن در خون بالاست

در مقایسمه بما    آن یسمم اثرات  ،ین مطالعه بر خلا  انتظاردر ا

اوره بیشتر بود. میزان اثرات نانوسماختارها بمر روی سملولها بمه     

 ی غلظممت آنهمما، نمموع سمملول مممورد هممد ، شممکل و انممدازه   

هممای اطممرا   نانوسمماختارها بسممتگی دارد. هم نممین پممروتیئن 

ا را بمه  شرایط زیسمتی سملوله   ها بدنبال آگلومریزاسیون، نانومیله

شوند. در مواردی کمه   مخاطره انداخته و باع  مرل سلولها می

شمود و سمپس رسموب     هما ایجماد ممی    آگلومریزاسیون نانومیلمه 

و سمیت سلول و  ATPکنند، ممکن است منجر به کاهش  می

حارمر نیمز    یها رسد که نانومیله . بنظر می[3] یا مرل آن شود

باشند. نتمای  ایمن    شده یسمآگلومره شده و منجر به بروز آثار 

سماعت   72مطالعه نشان داد که در مدت زمان طمولانی ماننمد   

تفاوتی بین زیست پمذیری سملولهای قمرار گرفتمه در معمرض      

شمود. در   و اوره دیمده نممی   PEGدارای پوشمش   یهما  نانومیله

 PEGذرات دارای پوشمش   ساعت، آثار سمی 24حالیکه بعد از 

ر زممان در  یم رسمد کمه متغ   ممی  بر سلولها مشهود بود. لذا بنظمر 

 یهما  یبررسم باشد. تا جایی که  ها موثر می چگونگی اثر نانومیله

، در مورد اکسید آهن بما پوشمش اوره و اثمرات    دهد یمما نشان 

آن بر سمیت یا زیست پذیری سلولی مطالعمه ای انجمام نشمده    

بمر   است. این مطلب در مورد اثرات اکسید آهن با پوشمش اوره 

هایی مانند کلیه و کبمد در مطالعمات حیموانی نیمز     گانرعملکرد ا

و  schweigerتوسمط   راًیم اخای کمه   کند. در مطالعمه  صد  می

همکارانش بر روی اکسمید آهمن انجمام شمده اسمت، دو نموع       

مورد مطالعه قمرار گرفتمه اسمت. در     PEGPEIو  PEIپوشش 

برابمر،   13بما دوز   PEGPEIد آهن با پوشش یاین بررسی اکس

 نشان داده اسمت PEI ابه با اکسید آهن با پوشش آثار سمی مش

و همکمارانش در   Seoی دیگمری کمه توسمط     در مطالعه [.33]

انجمام داده   PEGبر روی اسید لینولئیک با پوشش  2330سال 

 NIH 3T3است، ایمن بودن ایمن مماده را در برابمر سملولهای     

 شمدید هممین مماده     اند در حالیکمه اثمرات سممی    گزارش کرده

برابمر در مواجهمه بما سملولهای سمرطان       4میمزان   را به آپوپتوز

مهمم را در   ی نکتمه . لذا باید این [32]پستان افزایش داده است 

 یهما  سملول نظر داشت که نمانو ذرات ممکمن اسمت بمر روی     

 دوگانمه طبیعی و غیر طبیعی ماننمد سملولهای سمرطانی اثمرات     

همای   دهاعمال کنند. در تایید اثرات متفاوت نانوذرات بمر روی ر 

آثمار   2313تعدادی از دانشمندان در سال  مختل  سلولی، اخیراً

1میزان ثابتی از 
(AmS-IONPs)    را بر روی رده همای سملولی

انمد. میمزان زیسمت پمذیری      بررسمی کمرده   bEnd.3نورونی و 

در  AmS-IONPsسلولهای نورونی در مواجه بما دوز ثمابتی از   

یکسمان زیسمت   % گزارش شده در حالیکه در شمرایط  43حدود 

 گزارش شمده اسمت   %133در حدود  bEnd.3پذیری سلولهای 

، از انمد  کمرده گمزارش  ی نتایجی مشابه مطالعات دیگر نیز .[33]

جمله مشخص شده است که اثر نانوذرات هیالورونیک اسید بما  

 

 

1. Aminosilane-coated iron oxide nanoparticles 
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( بما کماهش   CHOی سملولی )   بر روی رده (PLGA)1 پوشش

 .[34] زیست پذیری سلولها همراه است

لیه که در این مطالعه اثرات نانو ذرات اکسمید آهمن   کبد و ک

بر عملکرد آنها  مورد بررسی قرار گرفت، دو اندام مهم هسمتند  

کنند. کبد  که نقش مهمی در دف  مواد زاید و متابولسیم ایفا می

گیری ممواد اولیمه یما    در عملیات متفاوتی دخالت داشته و اندازه

نشمان دهنمده کمارکرد    توانمد  مواد حاصله از عملیات کبدی می

های متعمدد،  کبد باشد. در ارتبا  با این دو اندام، از بین آزمایش

   چند آزمایش بمه طمور اسمتاندارد پذیرفتمه شمده اسمت. از بمین        

های متعدد کبدی سه آنزیم بمرای بررسمی کمارکرد کبمد     آنزیم

ALTگیمری قمرار گرفتنمد. دو آنمزیم     مورد اندازه
در  3AST و 2

4ری داخل سلول و دیگ
ALP    در غشا سلول قرار دارنمد. در اثمر

شموند.  ها در خون رهما ممی  از بین رفتن سلول کبدی این آنزیم

همای  ای از تخریب سملول ها نشانهبنابراین بالا رفتن این آنزیم

کبدی است. اولمین گمام در تشمخیص آسمیب کبمدی، انجمام       

کبدی مشمخص   یها میآنزآزمایش ساده خون است که حضور 

 هما  میآنمز دهد. تحت شمرایط عمادی ایمن     نشان می خون را در

کبدی وجود دارند اما زمانی کمه کبمد آسمیب     یها سلولدرون 

ها، وظیفمه  کلیه. شوند وارد جریان خون می ها میآنزبیند این  می

سم مولیم محاصمل متاب  کمه  یسمد و مپاکسازی برخی از مواد زای

رت دفم   دارند. تستهای عملکرد کلیه، قمد  بر عهدهباشند را می

آزممایش   .دهمد ها مورد ارزیابی قرار ممی این مواد را توسط کلیه

بررسمی   جهمت  زیم نخون  نیتروژن اوره کراتینین خون همراه با

عملکرد کلیه مورد استفاده قرار گرفتند. بر اسا  نتای  بدسمت  

و  1در  ALPو ALT، AST آمده، تغییری در آنزیمهای کبدی

 های اکسید آهن دیمده نشمد  ساعت پس از تزریق نانو میله  24

تحمت  ی عمدم آسمیب کبمدی     . این نتیجه نشاندهنده(6)شکل 

نانوذرات آهن به صورت حاد است. البته باید توجه داشمت   ریتأث

که ممکن است اثرات نانو ذرات در دراز مدت تظاهر پیدا کنمد.  

ی یاد آوری است که بایسمتی بمین    شایسته داًدرمن اینکه مج

روی سلولهای طبیعمی و در حیموان طبیعمی     اثرات نانو ذرات بر

سملولهای   ممتلاً سملولهای غیمر طبیعمی    با اثمرات آن بمر روی   
 

 

1. poly(lactic-co-glycolic acid) 
2. Alanine aminotransferase 

3. Aspartate Aminotransferase 

4. Alkaline phosphatase 

ساعت پمس   24ساعت و  1سرطانی افترا  قائل شد. هم نین 

عملکمرد   یهما  شاخصداری در  معنی ها، تغییر از تزریق نانومیله

کلیه یعنی کمراتینین و نیتمروژن اوره خمون نسمبت بمه کنتمرل       

سماعت پمس از تزریمق     24اما میزان آهن سمرم   .مشاهده نشد

رسمد کمه بمر     . بنظمر ممی  (7)شمکل   دار نشان داد افزایش معنی

ممکمن اسمت ظمر  ممدت      خلا  ساعت اول پس از تزریمق، 

باشمد و  از زیمر پوشمش اوره آزاد شمده    ساعت، آهمن   24زمان 

منجر به افزایش غلظت آن در خون شمده باشمد. همر چنمد بما      

، ورود و رسموب آن در کبمد و کلیمه    افزایش سطح خونی آهمن 

نتمای  هیسمتوپاتولوژیک ایمن    اما با توجه بمه   قابل انتظار است،

نشممان داده شممده اسممت، هی گونممه   2شممکل کممه در  مطالعممه

گی و چروکیمدگی سملولهای   علائمی مبنی بر تغییر شمکل، پمار  

 ، التهاب و یما همر نموع تغییمر پاتولوژیمک حماد      یویو کلکبدی 

تموان نتیجمه گرفمت کمه      بنمابراین ممی   .مشاهده نشمد  دیگری

های استفاده شده در ایمن تحقیمق، جهمت اسمتفاده در      نانومیله

موارد پزشکی ماننمد تصمویربرداری و دارورسمانی همای کوتماه      

. اما این موروع در مورد اثمرات دراز ممدت   باشد مدت ایمن می

و ارگانهمای   ها سلولآنها با همین غلظت و نیز اثر آنها بر روی 

 ممکن است صاد  نباشد. طبیعی از جمله سرطانغیر 

متابولیسم آهمن سمبب تخریمب     که اند دادهمطالعات نشان 

 و یمون آهمن  و به دنبال آن افزایش غلظمت  ( SPION)4 سطح

بمه نظمر    [. بر ایمن اسما   36]شود  القاء استر  اکسیداتیو می

از طریممق اسممتر  تزریممق دوز بممالای ایممن ذرات   رسممد یممم

. همانگونه [10] گسترده ای را باع  شود یها بیآساکسیداتیو 

، با تزریمق دوز  اند دادهنیز نشان  (2330و همکارانش ) Jain که

افمزایش قابمل    mgFe/kg13بمه میمزان    SPIONsبالایی از  

سماعت پمس از تزریمق دیمده      24توجهی در آنزیمهای کبدی، 

و همکماران در سمال    YanyunLv هم نمین  .[13] شده است

)سملول سمرطانی    Helaیزان مرل سملولهای  افزایش م، 2313

[. بمر  4] انمد  کمرده گزارش  SPION ثیرأرا تحت تگردن رحم( 

نانوذرات سموپر پارامغناطیسمی اکسمید     اسا  مطالعات موجود،

آهن آمیخته با سمورافنیب )داروی رمد سمرطان(، بما و بمدون      

پوشش فولات کاهش رشمد سملولها را در نموع پوشمش دار آن     

[. بنابراین نوع پوشش نانوذرات و مدت زمان 37] داده اند نشان
 

 

5. Coated Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles 

http://en.wikipedia.org/wiki/Alkaline_phosphatase
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گذار بمر چگمونگی    ثیرأهای ت توانند به عنوان فاکتور تاثیر آن می

عملکرد آنها با توجه به وریعت سملول یما سیسمتم بیولوژیمک     

مورد نظر قرار گیرند. در ایمن مطالعمه، عمدم پیمدایش تغییمرات      

از ممکمن اسمت ناشمی     مموش  هیستوپاتولوژیک در کلیه و کبد

در  شکل نانو ذره در ارتبا  با نوع اندام باشد. در هممین راسمتا،  

در  2332و همکمارانش در سمال    parkای کمه توسمط    مقایسه

شکل و کمروی شمکل اکسمید آهمن      یا های میله مورد نانومیله

شمکل در   یا همای میلمه   انجام شده است، درصد تجم  نانومیله

سمت در حالیکمه   های کمروی ذکمر شمده ا    کلیه کمتر از نانومیله

بموده  در طحال نسبت به کبمد بیشمتر    ها لولهنسبت تجم  نانو 

، عملاوه  هما  تجم  نانومیلمه  کهمطلب موید این است . این است

علاوه بر ایمن،   .[26]بستگی دارد  اندام نیزنوع  بر شکل آنها به

ها بسمتگی بمه میمزان و نموع      بینی آثار بیولوژیکی نانومیله  پیش

 بطمور متمال  [ 12]دارد  آنهما ده به سمطح  های جذب ش پروتئین

% از دوز تزریقممی )داخممل  44 نشممان داده شممده اسممت کممه،  

پلورونیمک   -پوشش اولئیک اسید ی دارایها نانومیله سیاهرگی(

دوز تزریقمی   %24کنمد در حالیکمه    در کبد موش تجم  پیدا می

های دارای پوشش دکسمتران از طریمق ادرار و ممدفوع     نانومیله

% نیمز  23این درصمد در ممدل حیموانی دیگمر      که شود دف  می

همای   تواند به علمت پمروتئین   گزارش شده است. این تفاوت می

رمن . [36]ها و پوشش آنها باشد  جذب شده به سطح نانومیله

نوع پوشش سطحی در میمزان مانمدگاری آن در خمون و     اینکه

 PVAپلی اتمیلن گلیکمول و    از جمله ،ثیر داردأایمن بودن آن ت

. [22]اسمت   را در پمی داشمته   های آهمن  ایمنی نانومیله افزایش

هما،   بنابراین جهت تعیین دقیق نقش اوره در ایمنی این نانومیله

شود آزمایشات کاملتری برای مشخص شمدن نموع    پیشنهاد می

ها و میزان مانمدگاری آن در   های جذب شده به نانومیله پروتئین

 گیرد. خون در طی  گسترده ای از دوز و زمان انجام

 سپاسگزاري

ارشمد رشمته    یکارشناسم  ی ناممه  انیم پا  یمقاله برگرفتمه از نتما   نیا

دانشمگاه علموم    یفنماور  قمات ی. از معاونت محترم تحقباشد یم یولوژیزیف

. گردد یم یپژوهش سپاسگزار نیا یها نهیهز نیتأمزنجان جهت  یپزشک

فراهم  هتبه ج رانیپاستور ا تویمحترم انست نیمسئول یاز همکار نیهم ن

جنماب   ی و نظمرات ارزنمده   یی. راهنمما شود یلازم تشکر م کاناتآوردن ام

 است. یقدردان ی ستهیشا یمحمود یدکتر مرتض یآقا
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