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Abstract 

Objective 

Nowadays, plant components with anti-cancer effects and multi-mechanisms are desired by 

scientists. Studies have shown which to control of multi-factors diseases like cancer, should 

emphasize on anti-cancer multi-mechanisms components. One of the most common cancers in 

today's societies is glioblastoma. Therefore, in this research, the effect of hydro alcoholic extract 

of saffron corm as an anti-tumor drug on the survival of glioblastoma cells was investigated.  

 

Materials and methods 

In this study, extract of corm saffron (Crocus sativus L.) was prepared by softening method. The 

U87 cell line (human primary glioblastoma cell line) was prepared from a pasteurized cell bank, 

multiple times passage, and the cells reached the required number. Cytotoxic drugs and extract of 

saffron curry were performed simultaneously and simultaneously based on MTT colorimetric 

assay with certain concentrations of drug and extract in 24.48, and 72 hours. The apoptotic changes 
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of .120 and 240 mg ml-1 of extract and control were measured by using flow cytometry and 

propidiodideid. In addition, ROS was measured for each of the concentrations of extract and 

control by fluorimetry and staining with DCF-DA. 

 

Results 

Results of MTT test shown that the highest cytotoxic effect was related to 400 μg ml-1 hydro 

alcoholic corm extract with 90 % toxicity and treatment 200 μg ml-1 with about 60 % toxicity 

stayed on second position. Temzolamide drug 125 μM had the highest toxicity of effect 55 %. 

The highest amounts of apoptotic cell death 87 and 95 % were related to 240 μg ml-1 hydro 

alcoholic corm extract in 24 and 48 hours after treat respectively based on flow cytometry data. 

ROS test at 6 hours after treat shown that the highest amount of adsorption were related to 240 

and 120 μg ml-1 hydro alcoholic corm extracts respectively. 

 

Conclusion 

The results 24, 48, and 72 hours treatment of saffron corn extract and temzolamide showed their 

anti-tumor effects on glayobastoma cancer cells, and the results were dose-dependent and time-

dependent. The results of the cytotoxic, apoptotic and oxidative stress determined that saffron 

corm extract have anti-tumor effects on U87 cancer cell line significantly (P <0.0001) level and 

can increase oxidative stress on them. 
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  چکیده

اند. مطالعات نشان گرفته تایی مورد علاقه دانشمندان قرارهای چندامروزه، ترکیبات گیاهی با خواص ضد سرطانی و مکانیسمهدف: 

ید داشت که یکی از این های چند عاملی مانند سرطان باید روی ترکیباتی با چند مکانیسم تاکداده است که برای درمان بیماری

عنوان لکلی کورم زعفران بهباشد. از همین رو در این تحقیق، ارزیابی اثرات عصاره هیدرواان میترکیبات جالب توجه، عصاره زعفر

 های سرطان گلایوبلاستوم بررسی شد.تومور بر قابلیت حیات سلولداروی ضد

سرطان  هایبه روش خیسانده تهیه شد. سلول (Crocus sativus. L)در این مطالعه عصاره کورم زعفران ها: مواد و روش

ها به تعداد لازم رسیدند. از بانک سلولی پاستور تهیه گردید و چندین بار مورد پاساژ قرار داده تا سلول 187Uگلایوبلاستوما رده سلولی 

های معین با غلظت MTTطور جداگانه و همزمان براساس تست رنگ سنجی سایتوتوکسی دارو و عصاره کورم زعفران هر یک به

                                                      
1. Human primary glioblastoma cell line 
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گرم بر میکرو 240 و  120های  ساعت انجام شد و میزان تغییرات آپوپتوژنیک غلظت 24،48،72در تیمارهای  از دارو و عصاره

های عصاره هر یک از غلظت  ROSیداید بررسی شد. همچنین سنجش روش فلوسایتومتری و پروپیدیومعصاره و شاهد به لیترمیلی

 ام شد.انج DCF-DAآمیزی روش فلوریمتری و رنگو شاهد به

عصاره با سمیت حدودا  لیترگرم بر میلیمیکرو 400 نشان داد که بیشترین مقدار سمیت مربوط به تیمار  MTTنتایج آزموننتایج: 

مربوط به تیمار داروی تموزولامید بیشترین مقدار سمیت درصد بود.  60با سمیت لیتر میکروگرم بر میلی 200درصد و سپس تیمار  90

ساعت مربوط به تیمار  48و  24بیشترین مقدار آپوپتوز تیمارهای استفاده شده در  ها بود.درصد سلول 55با سمیت مولار میکرو 125

ها در این تیمار کشته درصد سلول 95و  87ترتیب های فلوسایتومتری بهعصاره بود که براساس داده لیترگرم بر میلیمیکرو 240

 گرم بر میلی لیترمیکرو 120تیمار دست آمد و به 240نشان داد بیشترین مقدار جذب در غلظت  6در ساعت  ROSآزمون  شدند.

 .قرار گرفت bعصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ عدد جذب در کلاس 

ات ضد توموری آنها بر وجود اثر ساعت عصاره کورم زعفران و تموزولامید نشان از 24،48،72نتایج حاصل از تیمار گیری: نتیجه

ن اثرات سایتوتوکسیک و روی سلول سرطانی گلایوبلاستوما داشت و نتایج وابسته به دوز و زمان بودند و در بررسی نتایج میزا

تواند زعفران می ( داشت و مشخص شد که عصاره کورمP<0.0001آپوپتوژنیک و اکسیداتیو سلولی نشان از معناداری در سطح )

 ای افزایش دهد.را تا حد قابل ملاحظه U87س اکسیداتیو در رده سلول سرطانی استر

 ،  پیاز زعفرانMTT، عصاره هیدروالکلی، U87: اثرات آپوپتوزی، سلول کلمات کلیدی
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 مقدمه

برخوردار ومیر در جهان است؛ بنابراین توجه به پیشگیری و درمان آن از اهمیت زیادی ترین عوامل مرگسرطان یکی از مهم

های عمومی با داشتن پتانسیل بالا برای رشد، تهاجم و مقاومت در برابر درمان 2است. برخی از انواع سرطان از جمله گلایوبلاستوما

                                                      
2. Glioblastoma 
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شود های گلیا گفته میدرمانی و رادیوتراپی دارای توانایی عود مجدد بالایی هستند. گلیوما به تومورهای ناشی از سلولمانند شیمی

 شوند.ل آستروسایتوما، گلایوبلاستوما، اولیگودندروگلیوما و اپندایموما میکه شام

فرم، کند. گلیوبلاستوم مولتیگلیوما یکی از تومورهای اولیه سیستم عصبی مرکزی است که در نخاع یا مغز بروز می

درمانی مان که شامل رادیوتراپی، شیمیترین نوع درترین نوع تومور مغزی بدخیم است. حتی زمانی که تهاجمیترین و معمولکشنده

 و حیوانی هایمدل در مطالعات اخیر هایسال درباشد. ماه می 17تا  12شود، میانگین زندگی فقط بین و جراحی است استفاده می

 را آن اصلی اجزای و زعفران سرطان کننده از و پیشگیری توموری ضد تاثیرات بدخیم سرطانی،  هایسلول رده همچنین کشت

 پیشگیری خاصیت کاروتنوئیدها، دارای همان یا آن دهنده تشکیل اصلی اجزای و عصاره زعفران ها این پژوهش در .اند داده نشان

 دارای زعفران عصاره گیاه . همچنین(Hoshyar & Mollaei 2017; Milajerdi et al. 2015) باشندمی سرطان کننده

 . براساس(Hosseinia et al. 2017) یاشدمی تخمدان سرطان و فیبروسارکوما استئوسارکوما،لوکمی،  کنندگی فعال ضد خاصیت

 دارد. سرطانی هایضد سلول بر انتخابی سمیت آپوپتوز، افزایش و  DNAو RNAسنتز  مهار طریق از زعفران ها، عصارهیافته

 ضد ترکیب مهمترین عنوانبه سرطانی هایسلول در زآپوپتو القای و  DNAهایژن سطح در تغییراتی واسطه به زعفران کروسین

  IIپلی مراز  RNAو پروتئین مهار RNAو  DNAممکن است از طریق کاهش سنتز  کروستین شود.می شناخته زعفران سرطانی

های سرطانی را مهار کند رشد تعدادی از سلول H1-DNAو  H1های نئوپلاستیک و تداخل با ساختار هیستون در سلول

(Hosseinia et al. 2017) آزمون .MTT مانی سلولی منظور بررسی کمی میزان زندههای سنجش رنگی است که بهاز روش

های اساس احیا شدن و شکسته شدن کریستالگیرد و در بحث سنجش سمیت سلولی نیز بسیار کاربرد دارد. در این روش برصورت می

منجر به تشکیل رسوب  NADPHو  NADHپذیرد و با تولید توکندریایی انجام میدهیدروژنازهای میزرد رنگ تترازولیوم توسط 

یاشد. بررسی میزان این روش تکرار پذیری، دقت و حساسیت آزمایش بالا را دارا می .شوندنامحلول ارغوانی رنگ به نام فورمازان می

رای چرخه سلولی است. آپوپتوز یک مرگ شایع در ( روشی مناسب بSub-G1آپوپتوز سلولی با استفاده از فلوسایتومتری ) پیک 

و کنترل تومور و توسعه واکنش ایمنی دارد. هنگام  3زایی، کنترل هومئوستاتیکباشد که نقش اساسی در طول: جنینها مییوکاریوت

 های شناخته شدهندهد. یک خانواده از پروتئیهای خاص یکسری تغییرات شیمیایی  مورفولوژیکی در سلول رخ میدریافت سیگنال

ها کلید شکست زیربنایی ها در مراحل اولیه آپوپتوز تاثیرگذار هستند که این پروتئینهای کاسپاز و شاید سایر پروتئینعنوان آنزیمبه

برای تعیین میزان آپوپتوز سلولی از روش فلوسایتومتری استفاده شد.  .(Manosroi et al. 2006) باشندعملکرد عادی سلول می

از جمله مارکرهای  DNA4توان سیکل سلول و میزان تکثیر سلولی را نیز اندازه گرفت. قطعه قطعه شدن با کمک فلوسایتومتری می

گردند. چندین رنگ تشکیل می 5DNAدهد و طی آن قطعات مونو و الیگو نوکلئوزومال مهمی است که در جریان آپوپتوز روی می

                                                      
2. Homeostatic 

3. DNA fragmentation 
5. Mono-and/or Oligo-nucleosomic DNA fragments, Low-molecular weight DNA fragments or 

multiples of which are often used as a marker of apoptosis.   
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) Hegiاست  6ها که کاربرد گسترده دارد یدید پروپیدیومرا دارند. مهمترین آن  DNA ال بهفلورسنت وجود دارند که قابلیت اتص

et al. 2005). تحریک  نانومتر 488 گیرد و توسط لیزر آرگون در طول موجای اسید نوکلیک قرار میهای دو رشتهکه در بین زنجیره

شود، های زنده به داخل جلوگیری میچون از ورود این رنگ توسط سلولسازد. شود و نور فلورسانس قرمز را از خود پراکنده میمی

و انجام  PIها با آمیزی سلولهمچنین با رنگ .های زنده از مرده ، استفاده از همین نوع رنگ استیک راه تشخیص سلول

خص نمود. چون که سلول ( را مشG2/Mو  G0/G1 ، Sها در مراحل مختلف چرخه  سلولی )توان درصد سلولفلوسایتومتری می

( ایجاد Sub G1یک پیک دیگر ) G1کمتری دارند هنگام فلوسایتومتری قبل از پیک مربوط به  DNAهای آپوپتوتیک محتوای 

کمتر یعنی شدت  DNAاند )های آپوپتوتیک است که  دچار آپوپتوز شدهدهنده درصد سلولگیری این پیک نشانکنند که اندازهمی

 8ای(-دی-اچ-اف-سی-با استفاده از رنگ آمیزی )دی 7های آزاد اکسیژنگیری رادیکالاندازه (.2009p et al. Stupرنگ کمتر( )

تولید  کنند.ها در طول متابولیسم هوازی به طور مداوم اکسیژن واکنشی تولید میسلول های آزاد است.روشی مهم در تعیین رادیکال

ROS اکسیدانی های آنتیافتد سیستمتنش اکسیداتیو زمانی اتفاق می کند.منی را بازی مینقش ایمنی و عملکردی مهم در سیستم ای

های موجود ترین روشوجود دارد که یکی از ساده ROSگیری میزان های متعددی برای اندازهروش بیند.طبیعی در سلول آسیب می

گیری وضعیت سلول مستقیما اندازه هایی است کهرین روشتاستفاده از فلوئورسنت نفوذپذیر سلولی است. این روش یکی از گسترده

در این مطالعه اثرات  است. زمان طول در ROS ییراتتغ یبرا یگیریقابل پ یروش اعتماد، قابل بسیار تکنیک دهد. اینرا انجام می

 مورد بررسی قرار گرفت. 87Uعصاره هیدروالکلی گیاه زعفران بر روی رده سلولی آپپتوژنیک و تاثیر اکسیداتیو سایتوتوکسیک، 

 

 هامواد و روش

های زعفران، از شهرستان تربت حیدریه بصورت خشک در ابتدا کورم روش خیساندن:گیری هیدروالکلی بهعصاره

ها تا حد ممکن ها توسط هرباریوم دانشگاه فردوسی تایید شدند. سپس، پس از کندن لیف رویی این کورمشده تهیه شدند. این کورم

 10لیتر آب مقطر اضافه شد. مقدار میلی 60به  درصد 97لیتر الکل میلی 140 درصد ،70آسیاب خرد شدند. برای تهیه حلال الکلی  با

 2گراد قرار گرفت و هر درجه سانتی 40ساعت درون آون در دمای  48مدت گرم از پودر کورم با حلال آماده شده، مخلوط شد و به

توسط قیف بوخمر ناخالصی های موجود در محلول جدا گردید و متر مربع تفالهمیلی 4/0و  2/0زده شد. سپس با فیلتر  ساعت یکبار هم

ساعت استخراج شد و جهت تسریع عملیات در مخزن آب یخ ریخته  1مدت به 9حذف شد. حلال توسط دستگاه روتاری هییدولف

                                                      
5. Potassium Iodide (IP)  
7. Reactive oxygen species (ROS)  
8 . Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) 
9 . Heidolph 
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شد. قبل از خشک شدن کامل و چسبیدن عصاره به درون بالن روتاری، عصاره خارج گردید و داخل پلیت منتقل شد. سپس در داخل 

 گراد قرار داده شد. جه سانتیدر 40آون در دمای 

بود. محیط کشت کامل  10نمک تترازولیوم بروماید مورد استفاده در این آزمایش محصول شرکت سیگما:MTTتست 

-گرم بر لیتر استیبل گلوتامین )ال 5/4گرم بر لیتر گلوکز،  5/4که خود دارای ترکیبات:  DMEMدرصد محیط کشت  90حاوی 

کربنات بود عنوان منبع انرژی اضافه و سدیم بیو اسید ضروری در محیط کشت سلولی، سدیم پیرووات بهگلوتامین( آمین-ال-الانیل

 مورد استفاده قرار گرفت.    11(FBS) اس-بی-درصد اف 10بعلاوه 

 37) در انکوباتورو  های منجمد شده از تانک ازت خارجبا حفظ کلیه شرایط ایمنی و با دستکش ویال سلول: دفریز کردن

به یک فالکن  U87ایوویالکرمحتویات داخل  .فتدقیقه فرآیند ذوب انجام پذیر 5/1تا  1در طی  قرار داده شد وگراد( درجه سانتی

 گرفت قرار سانتریفیوژاه در دستگدر دقیقه دور  2000دقیقه با  5مدت همحتویات لوله ب اضافه شدند. محیط کشت لیترمیلی 5حاوی 

ساعت  24س از پنگهداری شدند و  DMEMلیتر محیط کشت میلی 8با  T25در فلاسک ها سلول ور ریخته شد.و مایع رویی آن د

  ند.دپاساژ داده ش و سپسبا میکروسکوپ معکوس بررسی انکوباسیون 

لیتر محلول تریپسین به میکرو 500 شدند. مقدارشستشو داده  محلول بافر فسفاتها با سلول: مرحله پاساژ سلولی

سپس  .شدندها از کف فلاسک جدا تا سلول شدقرار داده  دقیقه در انکوباتور 5مدت های موجود در فلاسک اضافه و فلاسک بهسلول

خنثی  سیب نبینند.ها در اثر تریپسین آ( تا سلول. لیتر(میلی 4)حدود  شد به فلاسک اضافه FBSحاوی  DMEMبه سرعت محیط 

 2000دقیقه با  5مدت فالکن بهکند. د در محیط کشت است که با محیط موجود، آنرا خنثی میموجو FBSی تریپسین همان کننده

به فالکن  رصددده   FBSمحتوی  DMEM میلی لیتر 4و حدود  ه. محلول رویی بیرون ریخته شدشد وژفیدر دقیقه سانتریدور 

 منتقل شد. 2COو این فلاسک به درون انکوباتور های جدید منتقل ها به فلاسک. سلولشودمیاضافه 

 یلیم 15فالکن  فلاسک به لوله اتیمحتو ها از فلاسک توسط تریپسین،پس از جداسازی سلول :هاپلیت پرکردنمرحله 

اضافه کردن محیط کشت  وپس از حذف سوپرناتانت  .دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید 2000دقیقه با  5مدت شد و بهمنتقل  یتریل

 یمحتوا از تریکرولیم 10و شد درصد مخلوط  1/0 بلوپانیمحلول تر تریکرولیم 10با  یسلول ونیاز سوسپانس تریکرولیم 10جدید، 

 بود ومربع بزرگ  4 یارادکه  تومتریلام هموساز  ها،ر روی لام شمارش سلولی قرار داده شد.  برای شمارش تعداد سلولاپندورف ب

مربع است. متر 0025/0، استفاده شد. مساحت کوچکترین مربع است شده لیتر تشکمربع کوچک 16ها خود از مربع نیاز ا کیهر 

متر است، حجمی که هر مربع میلی 1/0مربع دارا است. از آنجاییکه عمق هر مربع برابر با متر 04/0بنابراین مربع اصلی مساحتی برابر 

 ها از فرمول زیر استفاده شد.لیتر است. برای محاسبه تعداد سلولمیکرو 004/0رفت برابر با گ

                                                      
10. Sigma, https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d6429?lang=en&region=IR 
11. FBS (Fetal Bovin Serum)   
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𝜇𝑙 تعدادسلول =
𝐴 ∗ 1𝜇𝑙

0/004
 

های لیتر،  تعداد سلولمیلی 1ها در ها در مربع اصلی است. و برای محاسبه تعداد سلولبرابر با تعداد سلول Aکه در آن 

 حاصلو  شدندها شمرده گوشهکوچک مربع  4ها در تعداد سلولضرب شد. در آزمایش ما،  1000لیتر در دست آمده در یک میکروبه

ضرب شد. ( بودشده  قیبلو رق پانیدر محلول تر 2به نسبت  یسلول ونی)چون سوسپانس 2و عدد حاصل ابتدا در عدد  تقسیم شد 4بر 

روند تعداد سلول لازم . لیتر، محاسبه شدمیلی 1ها در لیتر بود سپس با تناسب تعداد سلولمیکرو 004/0ها در عدد حاصل تعداد سلول

 و نحوه جداسازی با فرمول زیر انجام شد:

تعداد سلول زیرلام

تعداد سلول مورد نیاز
=

1 𝑚𝑙

حجم مورد نیاز
                                                                                      

لیتر از محیط کشت میلی 2 میلیون سلول بود که با توجه به اینکه 6/1حجم سلول مورد شمارش این مرحله زیر لام معادل 

 ها به صورت زیر انجام شد:میلیون سلول موجود بود. پر کردن خانه ها در پلیت 2/3ر مجموع پس، د .درون فالکن وجود داشت

 + محیط کشت  U87: سلول 1گروه 

  U87  +TMZ: سلول 2گروه 

  کورم زعفرانهای افزاینده عصاره هیدروالکلی + غلظت U87: سلول 3گروه 

 های افزاینده داروی تموزولامید + غلظت U87: سلول 4گروه 

و  ساعت انکوبه شدن. 72و  48، 24 لیتر از سوسپانسیون سلولی پر شد. آزمایش در سه بازه زمانی میکرو 100هر چاهک با 

 تکرار انجام شد. 5با 

گرم عصاره را با ترازوی با میلی 50انجام شد. برای این منظور ابتدا در این مرحله فرآیند تیماردهی : ی تیماردهیمرحله

 ,100)های محلول شدند.  عصاره کورم زعفران در غلظت ،DMSOلیتر حلالگرم وزن کرده، سپس با یک میلی 0001/0دقت 

عنوان داروی کنترل مثبت استفاده شد. غلظتهای داروی تموزولامید به. از  لیتر تهیه شدگرم بر میلیمیلی (1600 ,800 ,400 ,200

 برای این دارو انتخاب شدند.لیتر میکروگرم بر میلی( 95/1، 9/3، 81/7، 62/15، 25/31، 5/62، 125، 250)

و تعیین زنده مانی سلولی انجام شد.  MTTبرای اندزه گیری اثر سایتوتوکسیک عصاره، آزمون : MTT آزمون قرائت

گرم بر میلی5 لیتر از نمک تترازولیوم با غلظت میکرو 10ها، مقدار برای این منظور، در پایان هر بازه زمانی به هر چاهک پلیت

ها، درون خلیه چاهکساعت انکوبه شدند. پس از ت 4الی  3مدت ها، درون فویل آلومینیوم پیچیده و بهسپس پلیتاضافه شد. لیتر میلی

ساعت در دمای اتاق و در مکـانی  2مدت بهپر شد و   DMSOلیتر میکرو 100هر چاهک که حاوی بلورهای فورموزان بود با 

 570با طیف GEN5 و با نرم افزار    EPOCHها با دستگاه شدند. در نهایت چاهک قـرار داده )درون فویل آلومینیوم( تاریـک

 ند. نانومتر خوانده شد
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: هامرحله پرکردن پلیت-(SUB-G1پیک فلوسایتومتری ) بررسی میزان آپوپتوز سلولی با استفاده از

سلول پر شد. در  7*510با   سلول بود. هر چاهک پلیت 4/5× 610لیتر از سوسپانسیون سلولی حاوی پس از شمارش سلولی هر میلی

 لیتر محیط کشت کامل قرار گرفت.هر چاهک یک میلی

 بندی برای عصاره کورم زعفران بصورت زیر بود:گروه

 + محیط کشت  U87: سلول 1گروه 

 های افزاینده عصاره هیدروالکلی کورم زعفران + غلظت U87: سلول 2گروه 

لیتر عصاره هیدروالکلی کورم زعفران در این آزمایش گرم بر میلیمیکرو 240و  120غلظت  از دو :مرحله تیماردهی 

لیتر محیط کشت حاوی سوسپانسیون سلولی اضافه شدند. برای این آزمایش دو تکرار میلی 2استفاده شد. تیمارها در هر چاهک به 

پلیت  عنوان کنترل در نظر گرفته شد.انسیون سلولی نیز بهلیتر سوسپمیلی 2برای هر غلظت در نظر گرفته شد و دو چاهک حاوی 

های پلیت چک شد. محتوای محیط کشت هر چاهک ساعت داخل انکوباتور قرار گرفت. سپس زیر میکروسکوپ چاهک 24مدت به

شده و به فالکن  شسته PBSگذاری گردید و به همان ترتیب قبل، هر چاهک با منتقل شد. هر فالکن شماره 15های سایز به فالکن

دور  2000فالکن با  6مربوطه منتقل گردید. هر چاهک با تریپسین شسته شد و محتوای آن به فالکن مربوطه منتقل گردید. تمامی 

لیتر بافر، سوسپانسیون سلولی تهیه شد. میلی 5/0دقیقه سانتریفیوژ شدند. سوپرناتانت تخلیه و در هر فالکن با  5مدت در دقیقه به

ها ها انکوبه شدند. دوباره فالکندقیقه فالکن 30الی  20مدت استفاده شد و به درصد 70ها از اتانول کنسانتره ظور تثبیت سلولمنبه

گراد انکوبه شدند. درجه سانتی 37مدت نیم ساعت در دمای به RNase Aمیکرولیتر  100سانتریفیوژ و سوپرناتانت تخلیه شدند و با 

 . مدت نیم ساعت انکوبه شد و بعد از این مرحله قرائت انجام شد.ضافه شد و بها PIلیتر محلول رومیک 400به هر فالکن 

لیتر میلی 2مول برلیتر به مقدار میکرو 25ابتدا غلظت پایه : یزیبا استفاده از رنگ آم های آزادی رادیکاریگاندازه

 تهیه شد. DCFH-DAاز پودر 

سلول بود. بعد از  5/1×610لیتر از سوسپانسیون سلولی حاویشمارش سلولی هر میلیپس از : های پرکردن پلیتمرحله

های آزاد بندی برای عصاره کورم زعفران در آزمون رادیکالسلول پر شد. گروه 20×310های پلیت با سازی، هر کدام از سلولرقیق

 بصورت زیر انجام شد:

 + محیط کشت  U87: سلول 1گروه 

گرم بر میکرو 120-240های افزاینده عصاره هیدروالکلی کورم زعفران )در بازه غلظت + غلظت U87سلول  :2گروه 

 لیتر( میلی
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چاهک در سه پلیت  6لیتر استفاده شد. برای هر غلظت، گرم بر میلیمیکرو 240و  120از غلظت : تیماردهیی مرحله

ساعت بعد از اعمال تیمارها، قرائت شدند. هر  24ت و سومین پلیت ساع 8ساعت و دیگری  6)هر پلیت دو چاهک( پر شد. یک پلیت 

لیتر محلول از پیش آماده شده میکرو 100ها را بعد از زمان انکوبه شدن معین شده، از داخل انکوباتور خارج و به میزان کدام از پلیت

DCFH-DA خوان  دقیقه پلیت درون فویل نگه داشته شد. سپس، پلیت درون دستگاه پلیت 30مدت ها اضافه شد. بهبه چاهک

ها انجام شد. سپس در نهایت اعداد متر پلیت خوانده شد. همین روند برای سایر پلیتنانو 485قرار گرفت و در طول موج  12پرکین المر

 تحلیل شد. GraphPad Prism7افزار در نرم

 

 نتایج

گیری هیدروالکلی از نمونه اولیه انجام شد و بازده عصاره از وزن عصاره الکلی کورم زعفران:نتایج عصاره هیدرو 

 بود. درصد 5/10( برابر با pخشک )

ساعت بعد از  MTT ،24های حاصل از الایزای آزمون داده : 72و  48 ,24های در ساعت MTTنتایج آزمون 

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. براساس   GraphPad Prism7های یک طرفه با استفاده از نرم افزار دهی براساس آزمونتیمار

براساس  24در ساعت   MTTبا توجه به نتایج آزمون دار شدند.معنی 0001/0این آزمون اختلاف بین تیمارها در سطح احتمال 

عصاره بود که حدودا  گرم بر میلی لیترمیکرو 400 بیشترین مقدار سمیت تیمارهای استفاده شده مربوط به تیمار ( 1های جدول )داده

ها در این تیمار کشته شدند و کمترین رنگ تولید شده را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند که از لحاظ سمیت درصد سلول 90

قرار گرفت  bعصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ سمیت در کلاس لیتر گرم بر میلیمیکرو 200قرار گرفت. تیمار  aدر کلاس 

را   aدرصد داشته است. همچنین رنگ تولید شده بیشتری نسبت به کلاس  60های الایزا سمیتی تقریبا معادل با که براساس داده

بود و سمیت این کلاس برابر رقم تقریبی لیتر گرم بر میلیمیکرو 100متعلق تیمار  cدر پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت. کلاس 

 100در تیمار شاهد  را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت. bدرصد بود. همچنین رنگ تولید شده بیشتری نسبت به کلاس  35

 dم قرائت با الایزا داشتند و کلاس های شاهد بیشترین رنگ تولید شده را در پلیت هنگادرصد و صفر درصد سمیت نشان داد. سلول

 خود اختصاص دادند.را به

                                                      
. PerkinElmer8 



 1399و همکاران،  مظفری فیض آباد

33 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

گرم میکرو 240و  120بعد از تیماردهی. تیمارها شامل:  72و   48، 24های در ساعت MTTآزمون . 1جدول 

های صد سلولدر های شاهد بدون تیمارعصاره.، سلولControlکورم زعفران.   لیتر عصاره هیدروالکلیبر میلی

 0001/0دار آماری در سطح احتمال . انحراف معیار. حروف کوچک انگلیسی، نشان دهنده اختلاف معنی±زنده 

Table 1. MTT test in 24, 48 and 72 hours after treatment. Treatments including: 120 and 

240 μg ml-1 hydro alcoholic extract of Safaran corn. Control, Cells without treatments with 

extract. Percentage of live cell ± SE. Small English letter, show statistics significant 

differences in (p≤0.0001).  

ساعت بعد از 

 تیمار

Hours after 

treat 

)g mlμ-تیمارها: عصاره هیدروالکلی کورم ژعفران 

)1. 

Treatments: hydro alcoholic content of 

)1-g ml(μSafaran corn extract . 

درصد سلول زنده 

Percentage of live cell 

 Control 99.98±2.665 dکنترل  

 1-μg ml 100 64.04±2.665 c 

24 1-μg ml 200 36.77±2.665 b 

 1-μg ml 400 11±2.665 a 

 Control 100±2.712 dکنترل  

 1-μg ml 100 62.94±2.712 c 

48 1-μg ml 200 35.49±2.712 b 

 1-μg ml 400 9.786±2.712 a 

 Control 100±2.635 dکنترل  

 1-μg ml 100 62.45±2.635 c 

72 1-μg ml 200 35.44±2.635 b 

 1-μg ml 400 9.47±2.635 a 

 

ها از بین رفتند و بدین صورت درصد سلول 50گرم بر میلی لیتر میکرو 120افزار در غلظت حدود اساس تحلیل آماری با نرمبر

50IC بیشترین مقدار سمیت تیمارهای ( 1های شکل )براساس داده دست آمد. مراحل مشابه برای داروی تموزولامید اجرا شدبه

ها در این درصد سلول 55های الایزا حدودا داروی تموزولامید بود که براساس دادهمیکرو مولار  125استفاده شده مربوط به تیمار 

مولار میکرو 5/62تیمار را تشکیل دادند که کمترین رنگ موجود در هنگام قرائت با الایزا را دارند.  dتیمار کشته شده بودند و کلاس 

درصد داشته است. همچنین رنگ  60های الایزا سمیتی تقریبا معادل با ادهقرار گرفت. که براساس د bاز لحاظ سمیت در کلاس 
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بود و میکرومولار  25/31متعلق به تیمار  cرا در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت. کلاس  aتولید شده بیشتری نسبت به کلاس 

را در پلیت هنگام قرائت با  bسبت به کلاس درصد بود. همچنین رنگ تولید شده بیشتری ن 15سمیت این کلاس برابر رقم تقریبا 

های شاهد بیشترین رنگ تولید شده را در و صفر درصد سمیت نشان داد. سلول درصد 100مانی الایزا داشت. در تیمار شاهد زنده

 خود اختصاص دادند.را به dپلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند و کلاس 

های ، سلولm μ .Controlتموزولامید بر واحد . محورافقی شامل مقادیر 24 ساعتدر  MTT. آزمون 1شکل 

های مربوط به علامت بار نشان دهنده سه انحراف استاندارد می باشد و عدم انقطاع بار .شاهد بدون تیمار

 دار آماری بین تیمارها استتیمارهای مختلف نشان از عدم اختلاف معنی

Figure 1. MTT Test in 24 hours. X-axis including temozolamide content base on μm. 

Control, cells without treatments. Bar sign means 3 standard deviation   

 

 GraphPadهای یک طرفه با استفاده از نرم افزار براساس آزمون 48ساعت در   MTTن های حاصل از الایزای آزموداده

Prism7 براساس تحلیل با  دار شدند.معنی 001/0تحلیل قرار گرفتند. براساس این آزمون تیمارها در سطح احتمال  مورد تجزیه و

براساس  48در ساعت  MTTدست آمد. در آزمون لیتر بهگرم برمیلیمیکرو 120در غلظت حدود  50IC، 48افزار آماری در ساعت نرم

عصاره بود که براساس  لیترگرم بر میلیمیکرو 400بیشترین مقدار سمیت تیمارهای استفاده شده مربوط به تیمار ( 1های جدول )داده

ها در این تیمار کشته شدند و کمترین رنگ تولید شده را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند درصد سلول 90های الایزا حدودا داده

عصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ سمیت در  لیترگرم بر میلیمیکرو 200گرفت. تیمار  قرار aکه از لحاظ سمیت در کلاس 

درصد داشته است. همچنین رنگ تولید شده بیشتری  60های الایزا سمیتی تقریبا معادل با قرار گرفت که براساس داده bکلاس 
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بود و سمیت این  لیترگرم بر میلیمیکرو 100متعلق به تیمار  cرا در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت. کلاس  aنسبت به کلاس 

در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت.  bدرصد بود. همچنین رنگ تولید شده بیشتری نسبت به کلاس  35کلاس برابر رقم تقریبی 

در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند  شده راهای شاهد بیشترین رنگ تولید نتایج در تیمار شاهد صفر درصد سمیت نشان داد. سلول

بیشترین مقدار سمیت تیمارهای ( 1های جدول )براساس داده 72در ساعت  MTTدر آزمون  خود اختصاص دادند.را به dو کلاس 

ها در این تیمار درصد سلول 90های الایزا حدودا عصاره بود که براساس داده لیترگرم بر میلیمیکرو 400استفاده شده مربوط به تیمار 

قرار گرفتند.  aکشته شده بودند و کمترین رنگ تولید شده را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند که از لحاظ سمیت در کلاس 

های قرار گرفت. که براساس داده bعصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ سمیت در کلاس  لیترگرم بر میلیمیکرو 200تیمار 

را در پلیت هنگام قرائت با  aداشته است. همچنین رنگ تولید شده بیشتری نسبت به کلاس  درصد 60سمیتی تقریبا معادل با الایزا 

درصد بود. همچنین  35بود و سمیت این کلاس برابر رقم تقریبی  لیترگرم بر میلیمیکرو 100متعلق تیمار  cالایزا داشت. کلاس 

در تیمار شاهد صفر درصد سمیت نشان داد.  را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشت. bلاس رنگ تولید شده بیشتری نسبت به ک

 را به خود اختصاص دادند. dهای شاهد بیشترین رنگ تولید شده را در پلیت هنگام قرائت با الایزا داشتند و کلاس سلول

 

تیمارعصاره هیدروالکلی کورم زعفران روی  24ساعت -با دستگاه فلوسایتومتری Sub-G1نتایج آزمون 

 240ساعت مربوط به تیمار  24بیشترین مقدار آپوپتوز تیمارهای استفاده شده در ( 2های شکل )براساس داده :U87رده سلولی 

ها در این تیمار کشته شده بودند که از لحاظ درصد سلول 87های فلوسایتومتری عصاره بود که براساس داده لیترگرم بر میلیمیکرو

عصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ  آپوپتوز در کلاس  لیترگرم بر میلیمیکرو 120قرار گرفت. تیمار  aآپوپتوز سلولی در کلاس 

b درصد داشته است. کلاس  50یتومتری آپوپتوزی معادل با های فلوساقرار گرفت. که براساس دادهc  متعلق تیمار شاهد بود و آپوپتوز

 درصد بود.  17این کلاس برابر رقم 

( 3های شکل )براساس داده: U87ی سلولی تیمارعصاره هیدروالکلی کورم زعفران روی رده 48ساعت 

های عصاره بود که براساس داده لیترگرم بر میلیمیکرو 240بیشترین مقدار آپوپتوز تیمارهای استفاده شده مربوط به تیمار 

 120قرار گرفت. تیمار  aها در این تیمار کشته شده بودند که از لحاظ آپوپتوز سلولی در کلاس درصد سلول 95فتوسایتومتری 

های فلوسایتومتری قرار گرفت. که براساس داده bعصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ آپوپتوز در کلاس  لیترگرم بر میلیمیکرو

 . درصد بود 3/24متعلق تیمارشاهد بود و آپوپتوز این کلاس برابر رقم  cدرصد داشته است. کلاس  57آپوپتوزی معادل با 
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لیتر گرم بر میلیمیکرو 240و  120محورافقی، تیمارها شامل: . 24در ساعت  Sub G1 peak. آزمون 2شکل 

علامت بار نشان دهنده سه  های شاهد بدون تیمارعصاره.سلول ;Controlکورم زعفران.  عصاره هیدروالکلی

 .باشدانحراف استاندارد می

Figure 2. Sub G1 peak Test in 24 hours. X-axis, Treatments including: 120 and 240 μg ml-1 

hydro alcoholic extract of Safaran corn. Control, Cells without treatments with extract. Bar 

sign means 3 standard deviation.   

 

تحت  24و  8، 6های نتایج برای ساعت -DCF-DA یزیآمبا استفاده از رنگ ROS یریگاندازهنتایج 

نشان داد  6در ساعت  ROSآنالیز آماری داده های حاصل از آزمون  فلوریمتری:  از خروجی دستگاهتاثیر عصاره حاصل 

( 2های جدول )وجود دارد.. براساس داده 0001/0و کنترل اختلاف معنادار آماری در سطح احتمال  240و  120که بین تیمارهای 

عصاره  لیترگرم بر میلیمیکرو 120تیمار خود اختصاص داد. را به aدست آمد که کلاس به 240بیشترین مقدار جذب در غلظت 

 .بود متعلق تیمار شاهد cقرار گرفت وکلاس  bهیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ عدد جذب در کلاس 

 تیمارخود اختصاص داد. را به aدست آمد که کلاس به 240بیشترین مقدار جذب در غلظت ( 2های جدول )دادهبراساس  

متعلق تیمار  cقرار گرفت وکلاس  bعصاره هیدروالکلی کورم زعفران از لحاظ عدد جذب در کلاس  لیترگرم بر میلیمیکرو 120

و کنترل اختلاف  240و  120نشان داد که بین تیمارهای  24در ساعت  ROSآنالیز آماری داده های حاصل از آزمون بود.  شاهد

دست آمد که به 240بیشترین مقدار جذب در غلظت ( 2های جدول )وجود دارد. براساس داده 0001/0معنادار آماری در سطح احتمال 
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 bلی کورم زعفران از لحاظ عدد جذب در کلاس عصاره هیدروالک لیترگرم بر میلیمیکرو 120تیمار خود اختصاص داد. را به aکلاس 

 .بود متعلق تیمار شاهد cقرار گرفت و کلاس 

 

لیتر گرم بر میلیمیکرو 240و  120. محورافقی، تیمارها شامل: 48در ساعت  Sub G1 peak. آزمون 3شکل 

بار نشان دهنده سه علامت  های شاهد بدون تیمارعصاره.سلول ;Controlکورم زعفران.   عصاره هیدروالکلی

 .انحراف استاندارد می باشد

Figure 3. Sub G1 peak Test in 48 hours. X-axis, Treatments including 120 and 240 μg ml-1 

hydro alcoholic extract of Safaran corn. Control, Cells without treatments with extract. Bar 

sign means 3 standard deviation.   

 بحث

لیتر گرم بر میلیمیکرو 400و  200، 100ساعت تیمارهای 72و  48، 24نشان داد در بازه زمانی   MTTنتایج حاصل از آزمون

دارند. هدف از این آزمون در مرحله  U87ترتیب کمترین مقادیر سمیت را بر روی رده سلولی کورم زعفران به عصاره هیدروالکلی

شود ها کمتر میمانی سلولیابد زندهعصاره بود. با توجه به نتایج هرچه میزان غلظت عصاره افزایش می اول اثبات وجود سمیت این

های مختلف در پلیت مانی در غلظتکه وابستگی به غلظت را اثبات میکند. اما این وابستگی به زمان هم وجود داشت. زیرا میزان زنده

 مانی بیشتر بود.ساعت زنده 72ساعت نسبت به پلیت  48مین ترتیب در پلیت هساعت بود و به 48ساعت بیشتر از پلیت  24
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 .. تیمارها شامل:24و  8، 6های در ساعت DA-DCF یزیآمبا استفاده از رنگ ROS یریگاندازه. 2جدول 

های شاهد بدون ، سلولControlکورم زعفران.   لیتر عصاره هیدروالکلیگرم بر میلیمیکرو 240و  120

. انحراف معیار. حروف کوچک انگلیسی، نشان دهنده اختلاف ±میزان عدد جذب در فلورومتری  تیمارعصاره.

  0.05دار آماری در سطح احتمال معنی

Table 2. ROS measurement by DCF-DA staining method in 6, 8 and 24 hours. Treatments 

including: 120 and 240 μg ml-1 hydro alcoholic extract of Safaran corn. Control, Cells 

without treatments with extract. Amount of adsorption in fluorometry ± SE. Small English 

letter, show statistics significant differences in (p≤0.05).  

 ساعت بعد از تیمار

Hours after treat 

 

 .)g mlμ-1(تیمارها: عصاره هیدروالکلی کورم ژعفران 

Treatments: hydro alcoholic extract of 

)1-g ml(μSafaran corn . 

 Adsorptionجذب 

 Control 67963±9388 cکنترل  

6 1-μg ml 120 75964±9388 b 

 1-μg ml 240 88654±9388 a 

 Control 109129±5615 cکنترل  

8 1-μg ml 120 130276±5615 b 

 1-μg ml 240 143736±5615 c 

 Control 101049±12209 cکنترل  

24 1-μg ml 120 131135±12209 b 

 1-μg ml 240 201432±12209 a 

 

دست بهلیتر گرم بر میلیمیکرو 3/120 ساعت اول 24درصد بود که در  50هدف دیگر یافتن میزان غلظت مؤثر برای سمیت 

ساعت این تشدید شیب  72ساعت این میزان بخاطر وجود سمیت در محیط کشت تشدید شد و البته در  48در آمد. مطابق انتظار 

های سرطانی اثرات ضد تکثیر های سلولنتایج آزمایشات نشان داد که استفاده از عصاره زعفران روی رده خود گرفت. کمتری به

های دخیل در مبارزه با استرس زدایی آنزیم کننده بر سمهای سرطانی اثرات تعدیلتواند روی سلولدارد. در واقع عصاره زعفران می

را کاهش دهد. همچنین  RNAو  DNAکاهش دهد و اثر پروآپوپتیک را افزایش دهد. سنتز  باشد، فعالیت تلومراز رااکسیداتیو داشته 
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های برای ایجاد سمیت سلولی برای سلول 13tRNAمؤثره عصاره زعفران در اتصال به عنوان یک ماده توانمندی بالای کروسین به

های سرطانی فاده از عصاره زعفران روی رده سلول. آزمایشی دیگر نشان داد که است(Bukhari et al, 2018)سرطانی مؤثر است

طور درصد سمیت حساب شده است که به 50سینه اثرات سمی دارد. ابتدا با آزمون سنجش سمیت سلولی میزان غلظت برای 

 9کاسپاز شکسته شده نسبت به  9داری با افزایش دوز و زمان افزایش یافته است. سپس با سنجش فاکتورهای آپوپتوز، کاسپاز معنی

 XBP1sباشد. پروتئین داری داشته است. یکی دیگر از عوامل که بررسی شده فاکتور تنش شبکه آندوپلاسمی میسالم افزایش معنی

عنوان فاکتور مهم برای به Lc3-IIداری افزایش یافته است. در نهایت میزان تجمع پروتئین طرز معنیپس از تیمار با کروسین به

پس از  .(Heidarzadeh et al, 2018) دار این پروتئین داردوفاژی بررسی شده است که نشان از افزایش معنیارزیابی میزان ات

آزمون سمیت و تعیین غلظت مؤثر، باید علت این سمیت معلوم شود که بخاطر آپوپتوز سلولی این سمیت ایجاد شده یا بخاطر نکروزه 

  .تفاده شداس Sub-G1ها بوده است. پس از آزمون شدن سلول

ها بود. این میزان نشان سلول درصد 15براساس نتایج، آپوپتوز در تیمار کنترل کمترین میزان آپوپتوز بود و حدودا کمتر از  

ها دچار آپوپتوز شدند. این میزان از آپوپتوز سلول درصد 50به میزان  120عنوان شاهد بود. در غلظت قبول بودن کنترل به دهنده قابل

ها همین منوال است. میزان بالایی از سلولنیز کاملا به 240ح خاصیت آپوپتوزی عصاره را نشان داد. بحث در مورد غلظت به وضو

تواند ایجاد آپوپتوز کند. یاشد. این نکته مؤید این بود که غلظت عصاره به میزان لازم میدرصد می 90تا  80دچار آپوپتوز شدند که 

نتایج یاشد.  فرم میمولتی ر مستقیم عصاره هیدروالکلی پیاز زعفران بر روی آپوپتوز رده سلولی گلایوبلاستومادهنده تاثیاین روند نشان

های سرطانی معده و مغز و سینه به وضوح درصد در سلول 50آزمایشی دیگر نشان داد که میزان غلظت عصاره زعفران در بازدارندگی 

عنوان پروتئینی که به  Bax. اما علت این امر با مقایسه (Hoshyar et al, 2016) یابدساعت کاهش می 72ساعت تا  24از 

-Bclنسبت به  Baxکند آشکار گردید. در واقع میزان عنوان پروتئینی که از آپوپتوز جلوگیری میبه Bcl-2کند با آپوپتوز را القا می

ساعت  24درصد، در  70ساعت اول میانگین  12صد، در در 55افزایش قابل توجهی داشت. در ساعت اول این نسبت میانگین  2

نتایج  داد. نشان U87فرم های سرطانی گلایوبلاستوما مولتی درصد را در سلول 163ساعت میانگین  36درصد و در  110میانگین 

استرس  ساعت مقدار  24 و 8 ، 6نشان داد که در بازه زمانی  DA-DCF یزیبا استفاده از رنگ آم 14استرس اکسیداتیو یریگاندازه

نتایج آزمایشی ترتیب افزایش یافت. به  لیترمیکروگرم بر میلی 240 و 120های گلایوبلاستوما بوسیله تیمارهای اکسیداتیو در سلول

 . استرس اکسیداتیو با افزایش(YU et al, 2018)باشددیگر نشان داد عصاره پیکروکروسین که از ترکیبات مؤثر عصاره زعفران می

یکی از نکات مهم نیز افزایش یافته است.  Bcl-2به پروتئین  Baxهمراه بود. همچنین نسبت پروتئین  MMPدوز پیکروکروسین 

نوع ماهیتی است که این عصاره بر روی سلول سرطانی دارد. بخاطر خواص آنتی اکسیدانی، انتظار بر  ROSقابل بررسی در آزمون 

عنوان ماده پیشگیری از داد این عصاره بهاشیم که با توجه به نتایج سمیت سلولی آن نشان میاین بود که با کاهش استرس مواجه ب

                                                      
13 . Transfer RNA 
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یابد میزان استرس اکسیداتیو و تواند کاربرد داشته باشد. اما هرچه ساعت تیمار با عصاره کورم زعفران افزایش میسرطان می

تواند گواه بر تاثیر درمانی مواد موجود شود. این موضوع میولی میهای آزاد افزایش یافت که باعث تسریع فرآیند مرگ سلرادیکال

های مؤثر، در درمان سرطان تواند با دارا بودن مکانیزمفرم دارد و میدر عصاره کورم زعفران روی رده سلولی گلایوبلاستوما مولتی 

 گلایوبلاستوما موثر باشد.

دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی های مادی و معنوی دارند از حمایتبدینوسیله نگارندگان برخود لازم می: سپاسگزاری

 تشکر را بجا آورند.  دانشگاه هرمزگان

 

 منابع

-MDAسلولی  رده بر کروسین سمی اثر ( بررسی1396) محققی  علی محمد ؛آبرون سعید ؛زهرا بطحایی سیده ؛حیدرزاده حمید

MB-468 های آسیب شناسی اتوفاژی. پژوهش و اندوپلاسمی شبکه تنش نشانگرهای تغییرات و اساس القای آپوپتوزبر

 .  51-37(، 4) 20زیستی 

( سمیت زعفران، کروسین و کروستین آن بر ضد سلول های سرطانی 1394آزادبخت لیلا ) ؛حقیقت دوست فهیمه ؛میلاجردی علیرضا

 .33-55، 4و طبیعی: یک مرور منظم. مچله تعالی بالینی 

(. مجله کروکوسساتیووسان )زعفر گیاه کلاله ضدسرطانی خواص (1394بطحایی سیده زهرا ) ؛مصفوی نیا سیده الهام ؛هوشیار ریحانه

 .68-78(، 140) 22ی علوم پزشکی راز
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