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Extended Abstract

1. Introduction

one cancer is an early mesenchymal tumor, 
i.e. histologically characterized by the pro-
duction of steroids by malignant cells. It is a 
relatively rare malignancy and the most fre-
quent bone malignancy. Available treatment 

B
methods often have severe adverse effects; thus, implement-
ing medicinal plants, like Iranian nepeta (Pooneh-sa) and 
their derivatives has received significant attention. It is hoped 
that these plants, which have fewer adverse effects, could be 
more effective in fighting cancer cells. In modern pharma-
cology, numerous efforts have been made to improve drug 
delivery and optimize its pharmacological performance. A 
measure to solve this problem is applying nanotechnology, 
and consequently, using carriers, like niosomes. As two-
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Aims Niosomes have been considered as carriers for targeted delivery of drugs in modern drug delivery 
systems. The Iranian Nepta (Nepta genus) has unique biological properties; thus, this plant was used 
in this study to prepare the optimized formulation of niosomes containing extract, and to evaluate its 
cytotoxicity.
Methods & Materials Initially, the extract of Iranian Nepta (N. persica) was prepared. Then, the nano-
niosomal system, containing the extract was designed and synthesized using cholesterol and Span-60. The 
physicochemical properties of the system were evaluated by FTIR and SEM. MTT assay [3-(4,5-Dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] was used to determine the toxicity of the Nepta extract 
and nano-system containing it against bone cancer cells (MG63).
Findings An optimized formulation was obtained using cholesterol and Span-60 with a ratio of 80:20. The 
amount of extract release from this formulation continued with a steady slope over a long period of time. 
The survival rate of MG63 cells against 100 μg/mL of the free form of N. persica extract and its niosomal 
form were 22% and 8.88%, respectively.
Conclusion The present research results suggested that N. persica extract exert anti-cancer effects and 
niosome could improve its anti-cancer efficiency. Therefore, it could be used as a proper carrier to deliver 
the extract to the target tissue.
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layer carriers, niosomes are ideal models of biological cell 
membranes that work by minimizing the harmful effects on 
cell and tissue health.

Niosomes are carriers composed of cholesterol hydration 
with non-ionic surfactants in the aquatic environment; they 
could trap materials. Due to their biocompatibility and 
biodegradability along with nanoscale size, these carriers 
have demonstrated numerous applications in various fields, 
including cancer treatment [3]. The general tendency 
of society to use herbal medicines and natural products 
is increasing. Furthermore, a large share of commercial 
pharmaceutical products belongs to herbal medicines [4, 5]. 
Herbs have long been implemented to treat various human 
diseases. Genus Nepeta (of Lamiaceae family), known as 
“poone-sa” in Iran, contains different annual and perennial 
species. It is found in different parts of Asia, Europe, and 
North Africa. Approximately 250 species of this genus have 
been reported in different parts of the world [8]. The genus 
nepeta in Iran has 67 wildling species, i.e. distributed in 
various regions of Iran and are mostly indigenous [12].

The present study aimed to investigate the anti-cancer 
properties of the extract of Iranian nepeta plants (Nepeta per-
sica) and the niosomes containing this extract against bone 
cancer cells.

2. Materials and Methods

Bone cancer cells (MG63 cell line) were studied in cell 
cultivation conditions in DMEM plant growth regulator 
enriched with 10% FBS in a CO2 incubator at 37°C, 5% 
CO2, and 95% humidity.

The MG63 cell line of bone cancer was obtained from the 
Cell Bank of Pasteur Institute of Iran. The extraction of the 
Iranian nepeta plant (Nepeta persica) was performed using 
the soxhlet apparatus. After drying, the dried extract was ap-
plied for further experiments. Thin-film hydration method 
was employed to synthesize nano-niosomes. The lipid phase 
consisted of span 60-cholesterol, which was formed by 

multiple mole ratios (F1-F3 formulations), using a rotating 
evaporator of a thin lipid film. Then, the thin lipid film was 
hydrated, homogenized, and filtered to reduce the size. After 
separating the free extract, the amount of the loaded extract 
was determined. Then, the physicochemical properties of the 
niosomes containing the extract, including their size and sur-
face charge were evaluated. For this purpose, we applied a 
DLS and a Zetasizer device. Moreover, we evaluated it using 
the Scanning Electron Microscope (SEM) image of the mor-
phology of the niosomes. Finally, the cytotoxic effect of the 
extract and the best formulation of the enzyme-containing 
niosomes (F2) were evaluated after 48 hours of treatment. 
We employed the MTT test on bone cancer cells for this as-
sessment. Analysis of Variance (ANOVA) and Student’s t-
test was used in SPSS for data analysis (Table 1 & Figure 1).

3. Results

Based on the loading rate of the extract in the niosomes, 
the F2 formulation with 79.11% loading was recognized 
as the optimal formulation; subsequently, it was used in 
other research stages. The size of the niosome nano-carrier, 
containing the extract was 108.6 nanometers. Besides, 
the surface load of the niosome nano-carrier, containing 
the extract averaged -38.02±1.18 mV. The SEM image 
suggested that the particles had the right size distribution 
and spherical structure and were agglomerated. The MTT 
test results indicated that the survival rate of the cells against 
these two samples was 22% and 5.88%, respectively. Thus, 
at the same concentrations, the niosome system significantly 
destroyed a higher percentage of cancer cells.

4. Discussion

In 2014, Abolfazl Shakeri et al. examined the chemi-
cal compounds and antibacterial activity and cell toxic-
ity of Nepeta ucrainica. They concluded that the extract of 
this plant presented antibacterial activity, especially against 
gram-positive bacteria. It also controlled the growth of ovar-
ian cancer and breast cancer (MCF-7). Eventually, cytotoxic 
activity was associated with significant doses against MCF-7 

Table 1. Different nanoparticle formulations and the percentage of compounds used in these formulations

The Initial Concentration of the Extract (µg/mL)Cholesterol (%)Span 60 (%)Formulation Code

50001090F1

50002080F2

50003070F3
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and A2780 [17]. Askari et al. investigated the effect of cel-
lular toxicity of pomegranate skin extract in the form of nio-
somes on breast cancer. They stated that using niosomes as 
a carrier improves the extraction process and further reduces 
the survival rate. In addition, the release rate and effective-
ness of the extract in the condition of cancer cells (in terms of 
temperature and pH) are better than nanocarriers. Such data 
signify that their study findings are consistent with those of 
the present study [23].

Using other nanocarriers to load the extract of Iranian nepe-
ta plants and comparing it with the current research findings 
could provide the best nanocarrier that could induce this 
plant’s maximum anti-cancer properties.

Apart from the high cost of materials and services, there 
were no restrictions for conducting the present study.

5. Conclusion

The obtained data revealed the higher effectiveness of nano 
niosomic form of the extract of Iranian nepeta plant, com-
pared to the free form of the extract; such efficacy regarded 
the ability to enter the cell and induce anti-cancer effects.
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Figure 1. A. Electron microscopy image of nano-niosomes containing extracts; B. Overlapping of the FTIR analysis of the extract-free 
system with red color (F2: blank), a system containing a blue extract (F2: containing plant extract), and a black extract (plant extract)
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اهداف نیوزوم ها به عنوان حاملینی برای تحویل هدفمند دارو در سیستم های نوین دارورسانی، مورد توجه قرار گرفته اند. با توجه به خواص 
بیولوژیکی منحصربه فرد گیاه پونه سای ایرانی )جنس Nepta(، در این پژوهش از این گیاه جهت تهیه فرمول بهینه نیوزوم حاوی عصاره 

و بررسی خاصیت سمیت سلولی آن استفاده شد.

مواد و روش ها ابتدا عصاره گیاه پونه سای ایرانی تهیه شد. سپس، با استفاده از دو ترکیب کلسترول و Span-60، سامانه نانونیوزومی حاوی 
3-)4,5-Di-( MTT بررسی شد. از تست SEM و FTIR  عصاره طراحی و تولید شد. ارزیابی خصوصیات فیزیکوشیمیایی سامانه توسط 

methylthiazol-2-yl(-2,5-diphenyltetrazolium bromide( نیز جهت تعیین سمیت سلولی عصاره و سامانه حاصل در برابر 
سلول های سرطانی استخوان )MG63( استفاده شد.

یافته ها فرمولاسیون بهینه با ترکیب کلسترول و Span-60 با نسبت 80:20 به دست آمد. میزان آزادسازی با شیب ثابت در 
 N. در مقابل 100 میکروگرم بر میلی لیتر از فرم آزاد عصاره MG-63 مدت زمان طولانی ادامه داشت. میزان زنده مانی سلول  های

persica و سامانه نیوزومی حاوی آن، به ترتیب 22 و 5/88 درصد بود.

نتیجه گیری نتایج حاصل نشان داد که عصاره پونه  سای ایرانی دارای اثرات ضدسرطانی است و نیوزوم ها می توانند این اثرات را بهبود 
بخشیده و به عنوان حامل هایی مناسب برای رساندن عصاره به بافت هدف مورد استفاده قرار گیرند.

کلیدواژه ها: 
 ،Nepta persica

نیوزوم،MTT، سلول 
MG-63 سرطانی

تاریخ دریافت: 18 خرداد 1398
تاریخ پذیرش: 22 آبان 1398

تاریخ انتشار: 13 فروردین 1399

مقدمه 

سرطان یکی از مهم ترین عوامل مرگ و میر در سرتاسر جهان 
است. هر ساله در دنیا 10 میلیون نفر به سرطان مبتلا می شوند 
که بیش از نیمی از آن ها می میرند. بر اساس گزارش  های مؤسسه 
جهانی سرطان، علاوه بر این، نرخ رشد سرطان تا سال 2020 
بیش از 50 درصد خواهد بود و به آمار 15 میلیون نفر مبتلا 
خواهد رسید. با توجه به آمار سالانه مرگ و میر سرطان در دنیا از 
دیرباز دست یابی به روش  های مؤثر و قطعی درمان  سرطان یکی 
از مهم ترین دغدغه های محققین بوده است ]1[. سرطان استخوان 
با  بافت شناختی  نظر  از  که  است  اولیه  مزانشیمی  تومور  یک 
تولید استئوئید توسط  سلول های بدخیم مشخص می شود. این 
بدخیمی نسبتاً نادر است و تقریباً 900 مورد جدید در سال در 

ایالات متحده گزارش می شود. علی رغم نادر بودن، استئوسارکوما 
شایع ترین بدخیمی استخوانی است ]2[. 

روش  های درمانی کنونی اغلب با عوارض جانبی شدیدی همراه 
هستند که گاه از خود بیماری رنج آورتر است. امروزه در داروسازی 
مدرن تلاش  های زیادی برای بهینه کردن عملکرد فارماکولوژیکی 
علت  به  متأسفانه  می شود.  انجام  دارو  جانبی  اثرات  کاهش  و 
جذب پایین دارو در بدن، متابولیسم سریع آن و حذف سریع 
دارو، غلظت دارو در بدن ثابت نمی ماند و علاوه بر آن، بعضی از 
دارو  ها را، به علت محلولیت پایینشان در آب نمی توان به صورت 
تزریق داخل وریدی تجویز کرد. به منظور حل این مشکل از 
حامل  هایی مانند نیوزوم  ها استفاده می شود. نیوزوم ها حاملهای 
دولایهای هستند که از هیدراتاسیون کلسترول با سورفکتانت های 
غیریونی در محیط  آبی تشکیل شده و قادرند مواد را در خود 

1. مرکز تحقیقات زیست فناوری پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اشکذر، یزد، ایران. 
2. دانشکده پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد یزد، یزد، ایران.

3. مرکز نانوتکنولوژی و مهندسی بافت، پژوهشکده علوم تولید مثل یزد، دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی یزد. یزد، ایران.
4. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه علم و هنر، یزد، ایران.

بر سرطان  آن  تأثیر  و   Nepeta persica نانویی حاوی عصاره  و مشخصه یابی حامل  طراحی 
)MG-63 استخوان )رده سلولی
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محبوس کنند. از لحاظ حلالیت، نیوزوم ها طیف وسیع  تری از 
داروها شامل داروهای هیدروفیل و لیپوفیل را به دام می اندازند. 
نیوزوم ها به عنوان حاملین دولایه مدل های ایده آلی از غشا های 
سلولی زیستی هستند که با به حداقل رساندن تاًثیرات مضر بر 
روی سلامتی سلول ها و بافت ها عمل می کنند. به دلیل قابلیت 
زیست سازگاری و زیست تخریب پذیری نانونیوزوم ها در کنار سایز 
نانویی، کاربردهای فراوانی در محدوده وسیعی از زمینه ها مانند 
درمان  سرطان، در دسترس قرار دادن دارو و ژن ها، مواد آرایشی، 

صنایع غذایی و کشاورزی نشان داده اند ]3[.

امروزه گرایش عمومی جامعه به استفاده از دارو ها و درمان  های 
به  بوده  افزایش  به  رو  فراورده  های طبیعی  به طور کلی  و  گیاهی 
 طوری که دارو های گیاهی سهم بزرگی از فراورده  های دارویی تجاری 
ساخته شده را به خود اختصاص داد ه اند ]4 ،1[. گیا هان از زمان های 
بسیار قدیم برای درمان  بیماری  های گوناگون انسان مورد استفاده 
بود ه اند ]5[. بررسی های اخیر نشان می دهد که بیش از 60 درصد 
درمان  سرطان ها به وسیله ویتامین ها یا گیا هان انجام می  شود. این 
گیا هان علیه انواع مختلفی از تومور ها یا سرطان ها از قبیل تومور 
بافت پیوندی، بافت لنفاوی و سرطان خون مورد استفاده هستند ]6[. 

جنس Nepta )از تیره نعناعیان( که در ایران با عنوان پونه سا 
شناخته می شود، حاوی گونه  های مختلف یك ساله و چندساله 
است که در نقاط مختلف آسیا، اروپا و شمال آفریقا یافت می شوند. 
حدود 250 گونه از این جنس در نقاط مختلف جهان گزارش 
شد ه اند ]7[. گونه  های مختلف Nepta به طور گسترد ه ای در طب 
سنتی بسیاری از کشور ها به عنوان داروی ضدنفخ، خلط  آور، مدر، 
ضدآسم، ضدعفونی کننده، ضدسرفه، معرق، تقویت کننده قلب و 
قاعد ه آور استفاده می شوند ]10-8[. جنس Nepta در ایران دارای 
67 گونه است که به صورت وحشی در نقاط مختلف ایران پراکنده 
بوده و اکثراً بومی هستند ]11[. گونه پونه سای ایرانی، از گیا هان 

بومی  ایران است که در مناطق مختلف کشور رشد می کند. 

در این تحقیق، خاصیت ضدسرطانی گیاه پونه سای ایرانی در برابر 
سلول  های سرطانی استخوان مورد مطالعه قرار گرفته است. به منظور 
بهینه سازی در فرایند دارورسانی به بافت هدف، فرمولاسیون  های 
و  است  شده  طراحی  عصاره  نیوزومی حاوی  نانوحامل  از  مختلفی 
پارامتر های مختلف این سامانه ها از قبیل میزان بارگذاری عصاره، 
میزان و سرعت رهایش عصاره و همچنین میزان سمیت سلولی 
سامانه در مقابل سلول سرطانی مذکور مورد بررسی قرار گرفته است.

مواد و روش ها

منابع گیاهی و عصاره گیری

گیاه پونه سای ایرانی1 در فصل گل دهی از ایستگاه  تحقیقاتی 

1. Nepeta persica

 گیا هان  دارویی یزد جمع آوری شد و توسط  بخش گیاه شناسی 
مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه یزد 
مورد شناسایی قرار گرفت. این گونه در هرباریوم مرکز تحقیقات 
مذکور به شماره هرباریومی  3059 موجود است. گیاه در محیطی 
شد.  خشک  خورشید  نور  مستقیم  تابش  از  دور  به  و  سایه 
عصاره گیری از گیاه پونه سای ایرانی با استفاده از دستگاه سوکسله 
دستگاه  توسط   گیاه خشک شده  منظور،  بدین  پذیرفت.  انجام 
خردکن خانگی آسیاب شد، مقداری از آن جهت عصاره گیری 
داخل کارتوش بارگذاری شد و در داخل سیستم سوکسله قرار 
داده شد. از حلال اتانول 70 درصد نیز به عنوان حلال مناسب 
پنج  طی  عصاره گیری  عمل  شد.  استفاده  عصاره گیری  جهت 
مرحله تکرار شد تا ترکیبات گیاه به طور کامل استخراج شود. 
بعد از اتمام عصاره گیری، محتویات بالن صاف شد و عصاره حاصل 
در داخل یک ظرف شیشه ای روباز، در مجاورت هوا و به دور از 
تابش نور خورشید خشک شد. عصاره خشک شده جهت انجام 

آزمایشات بعدی مورد استفاده قرار گرفت.

تهیه و سنتزنانونیوزوم

تهیه  در  کلاسیک  روشی  که  نازک  فیلم  آب دهی  روش  از 
وزیکول  هاست برای سنتز نانونیوزوم ها استفاده شد. در این روش، 
فیلم نازک لیپیدی با تبخیرآمفی  فیل درکلروفرم یا اتانول تشکیل 
می شود. بعد از تماس فیلم نازک با آب، نمونه حل می شود و فاز 

وزیکولی شکل می گیرد ]12[.

اختلاط فاز لیپیدی وتشکیل فیلم نازک

فاز لیپیدی شامل کلسترول-Span-60 )سیگما، آمریکا( است. 
در نمونه اصلی، فاز لیپیدی با چندین نسبت مولی متفاوت به 
کلروفرم )مرک، آلمان( اضافه و حل شد. اسانس به نسبت یک 
به 20 به فاز لیپدی اضافه شد. سپس فاز آلی محلول حاصل با 
استفاده از دستگاه تبخیرکننده دوار )هایدولف، آلمان( در دمای 
حدود 55 درجه سانتی گراد برای کلروفرم و با دور تقریبی 150 
دور در دقیقه، حذف و فیلم نازک لیپیدی تشکیل شد. همچنین 
جهت اطمینان از حذف کامل حلّال، فیلم نازک لیپیدی چندین 
دقیقه با گاز نیتروژن هوادهی شد و 24 ساعت در دمای چهار 

درجه سانتی گراد قرار گرفت.

آب  دهی فیلم لیپیدی

در این مرحله آب دیونیزه اضافه شد تا تا فیلم لیپیدی آب دهی 
شده و به همان غلظت اولیه میلی گرم بر میلی لیتر برسد. برای 
اختلاط بیشتر بدون روشن کردن خلأ 45 دقیقه تا یک ساعت 
بالن حاوی محلول فاز آبی به دستگاه تبخیرکننده دوار با دمای 
37 درجه سانتی گراد و 150 دور بر دقیقه متصل شد، محلول 

شیری رنگ حاصل سوسپانسیون نیوزوم، حاوی عصاره است.
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کاهش سایز

تشکیل  و  بزرگ  چندلایه  نیوزوم  های  اندازه  کاهش  برای 
وزیکول های کوچک تک لایه از روش سونیکاسیون استفاده  شد. 
پروب دستگاه سونیکاسیون در داخل محلول کلوئیدی نیوزوم  ها 
قرارداده شد و سپس فرایند سونیکاسیون جهت تولید نیوزوم  های 
تک جداره با توان 40 و 60 درصد )Amplitude( به مدت 10 

دقیقه )10 ثانیه روشن و 15 ثانیه خاموش( انجام شد. 

علاوه بر کاهش سایز به روش سونیکیت پروبی، می توان از 
سونیکیت حمامی )Scientz، چین( نیز استفاده کرد که در این 
روش محلول کلوئیدی نیوزوم  ها در سونیکیت حمامی  قرار داده 
شده و دستگاه در دمای 37 درجه سانتی گراد نیم ساعت تنظیم 

می  شود.

فرایند فیلتراسیون

قبل از فیلتراسیون، ناخالصی و مواد اضافی نمونه  ها )همچون 
تیتانیوم حاصل از سونیکاسیون پروبی( با استفاده از سانتریفیوژ 
با دور پنج هزار به مدت پنج دقیقه از محلول نیوزومی  جداسازی 
از  بزرگ تر  اندازه  با  ذرات  جداسازی  منظور  به  سپس   شد. 
ذرات کوچک تر و همگن شدن محلول به دست آمده در مرحله 
پیش فیلتراسیون از فیلتر 0/45 میکرومتر استفاده شد و در انتها 
جهت فیلتراسیون استریل کننده، محلول از فیلتر با قطر حفرات 

0/22 میکرومتر عبور داده  شد.

Nepta حذف عصاره آزاد

عصاره  کردن  جدا  منظور  به  عصاره  بارگذاری  از  پس 
بارگذاری نشده، نیوزوم داخل کیسه دیالیز سلولزی ریخته شد 
و در بشر حاوی آب با حجم 150 برابر حجم نیوزوم به مدت دو 

ساعت در دمای چهار درجه سانتی گراد استیرر شد. 

تعیین سایز و محدوده توزیع اندازه نانونیوزوم  های حاوی عصاره

با  اندازه ذرات  اندازه ذرات و همچنین پیک  توزیع  محدوده 
Brookhaven Instru- نانو سایزر  دستگاه  و   DLS از  استفاده 

ments Corp تعیین شد. اندازه گیری نانونیوزوم  ها در یک زاویه 
90 درجه و تابش نور لیزر با طول موج 657  نانومتر در دمای 
25 درجه سانتی گراد صورت گرفت. همچنین اندازه گیری نمونه  ها 
اغلب در پنج مرتبه و هر مرتبه با مدت زمان 30 ثانیه انجام شد. 
برای تهیه نمونه جهت تعیین اندازه به 600 میکرولیتر محلول با 

غلظت 0/5 - 0/1 میلی گرم بر میلی لیتر نیاز بود.

تعیین پتانسیل زتا نانونیوزوم

حامل  نانونیوزوم  های  زتا  پتانسیل  و  سطحی  بار  میزان 
 Brookhaven شرکت  زتاسایزر  دستگاه  از  استفاده  با  عصاره 

Instruments Corp در دمای 25 درجه سانتی گراد اندازه گیری 
شد. برای تعیین بار سطحی به 1500 میکرولیتر محلول با غلظت 

0/1 میلی گرم بر میلی لیتر نیاز است.

تصویربرداری از نانونیوزوم

 SEM از نانو نیوزوم  ها با استفاده از میکروسکوپ الکترونیکی
به منظور بررسی شکل ظاهری و ساختار نانونیوزوم  های تولیدی 
حامل عصاره تصویربرداری شد. یک قطره از نمونه با غلظت 0/1 
میلی گرم بر میلی لیتر روی لامل ریخته شده شد. روی نمونه پس 

از خشک شدن، پوشش طلا داده شده و تصویر SEM تهیه شد.

آنالیز نانونیوزوم سنتزشده توسط دستگاه طیف سنجی مادون 
قرمز2 

آنالیز  توسط   تولید شده  نانونیوزوم  سطح  عاملی  گروه  های 
 FTIR در طیف  بررسی شد.   )FTIR( قرمز  مادون  طیف سنجی 
 cm-1 از ناحیه گروه عاملی  ناحیه مورد توجه است.  عمدتاً دو 
1550 تا 4000، ناحیه ای است که بیشتر کشش  های پیوندی 
اتفاق می افتد. در این ناحیه معمولًا تعداد نسبتاً کمی پیک وجود 
دارد. اما بسیاری از پیک  های آن مشخص کننده گروه  های عاملی 
هستند. برای اطمینان از نبود عصاره آزاد و مواد اضافی در نمونه 
به  و  استفاده شد  نانونیوزوم  ها،  دیالیز شده  نمونه  از  نانونیوزوم، 
منظور کاهش رطوبت، حدود نیم ساعت نمونه در آون با دمای 

تقریبی 60 درجه سانتی گراد قرار داده شد.

بررسی میزان بارگذاری عصاره داخل نیوزوم

نیوزوم  های  بارگذاری شده،  عصاره  میزان  بررسی  منظور  به 
تهیه شده با نسبت یک به 9 با محلول ایزو 2 پروپانول )1 درصد 
وزنی به حجمی در آب( مخلوط شد و جذب آن ها توسط  دستگاه 
اسپکتروفوتومتر اندازه گرفته شد. نهایتاً غلظت عصاره با توجه 
به معادله نمودار کالیبراسیون و با استفاده از فرمول شماره 1 به 

دست آمد.

.1

بررسی روند رهایش عصاره موجود در نیوزوم

برای بررسی رهایش عصاره، حجم مشخصی از نیوزوم   حاوی آن 
 PBS داخل کیسه دیالیز سلولزی ریخته شد و در 10 سی سی بافر
قرار گرفت. نمونه گیری از آب در زمان های 0/5، 1، 2، 3، 4، 5، 6، 
7، 8، 24 و 48 ساعت و در دو دمای 37 و 48 درجه سانتی گراد 

2. Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR)

)MG-63 و تأثیر آن بر سرطان استخوان )رده سلولی Nepeta persica سمانه ابوئی پور و همکاران. طراحی و مشخصه یابی حامل نانویی حاوی عصاره

http://hms.gmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


148

بهار 1399. دوره 26. شماره 2

انجام شد و جذب نمونه ها توسط  دستگاه اسپکتروفوتومتر مورد 
ارزیابی قرار گرفت.

بررسی سمیت سلولی نیوزوم های حاوی عصاره 

در روش MTT به منظور تعیین سمیت سلولی نمونه  ها در 
برابر سلول  های سرطان استخوان انسان )MG-63( استفاده شد. 
در ابتدا تعداد مناسبی سلول )پنج هزار سلول در هر چاهک( در 
هریک از چاهک  ها کشت و اجازه داده شد تا سلول  ها به کف پلیت 
چسبیده و به حالت پایدار خود درآیند. سپس چاهک  های کنترل 
و آزمایش انتخاب شده و مقدار مناسبی از عصاره موردنظر، به 
چاهک  های تست اضافه  شد و پلیت تا 48 ساعت جهت تأثیر ماده 
مورد نظر، انکوبه  شد. پس از اتمام زمان انکوباسیون محیط  کشت 
رویی دور ریخته شده به هر چاهک 200 میکرولیتر محیط  کشت 
حاوی نیم میلی گرم در میلی لیتر محلول MTT اضافه کرده، به 
مدت دو تا چهار ساعت در انکوباتور CO2 دار در دمای 37 درجه 
سانتی گراد قرار داده  شد. در طی زمان انکوباسیون MTT، توسط  
چرخه  آنزیم  های  از  یکی  که  دهیدروژناز  سوکسینات  سیستم 
تنفسی میتوکندری  هاست، احیا می شود. احیا و شکسته شدن این 
حلقه موجب تولید کریستال  های آبی رنگ فورمازان می شود که 
در زیر میکروسکوپ به راحتی قابل تشخیص هستند. میزان رنگ 
تولید شده با تعداد سلول  هایی که از نظر متابولیک فعال هستند 
رابطه مستقیم دارد. کریستال  های فورمازان در آب غیرمحلول 
نظیر  حلالی  ماده  توسط   رنگ سنجی  از  قبل  بایستی  و  بوده 
DMSO به حالت محلول درآیند. درنهایت جذب نوری محلول 
به دست آمده را می توان در طول موج 570 نانومتر قرائت کرد و 
به کمک منحنی استاندارد، تعداد سلول  ها را محاسبه نمود ]13[.

آنالیز آماری داده  ها

 SPSS نرم افراز از نسخه 22  نتایج،  آماری  بررسی  به منظور 
ANO-  استفاده شد. جهت آنالیز آماری نتایج از تست های آماری

VA و Student’s T-test استفاده شد و معنا داری نتایج بر حسب 
P >0/05 سنجیده شد.

یافته ها

N persica تعیین طول موج ماکسیمم عصاره

طول موج 389 نانومتر به عنوان طول موج ماکسیمم عصاره 
هیدروالکلی استحصال شده که بیشترین میزان جذب را دارا بود، 

برای انجام آنالیز های ثانویه انتخاب شد.

Nepta تولید نانونیوزوم حاوی عصاره

سه   ،Nepta عصاره  حاوی  نانونیوزوم  تهیه  منظور  به 
فرمولاسیون مختلف )F1-F3( با استفاده از عصاره، کلسترول و 
Span-60 تهیه شد که دارای نسبت های متفاوتی از ترکیبات 

بودند )جدول شماره 1(.

با توجه به اینکه هدف از طراحی و بهینه سازی فرمولاسیون 
سنتز شده، بهبود میزان درون گیری عصاره در نانوحامل نیوزومی، 
رفتار  در  تأثیرگذار  و  مهم  عامل  عنوان  به  پارامتر  این  است، 
نانوحامل، مورد توجه و مقایسه قرار گرفت. با توجه به داده  ها، 
میزان  بیشترین  بارگذاری،  درصد   79/11 با   F2 فرمولاسیون 
درون  گیری عصاره را داشت. بنابراین، این فرمولاسیون به عنوان 
آنالیز های  فرمولاسیون بهینه جهت بررسی پروفایل ر هایش و 

ساختاری و همچنین تست  های سلولی انتخاب شد.

بررسی الگوی ر هایش نانوحامل نیوزومی

دو شرایط   در  نیوزومی   نانوحامل  از  آزادسازی عصاره  میزان 
دمایی 37 و 42 درجه، به ترتیب به عنوان دمای مناسب جهت 
شد.  اندازه گیری  سرطانی  سلول  های  و  سالم  سلول  های  رشد 
بررسی نتایج حاصل نشان می  دهد که در بازه زمانی پنج تا 10 
ساعت اولیه، شیب نمودار تند بوده، آزادسازی عصاره با سرعت 
ایجاد شده  غلظت  شیب  به  توجه  با  که  می گیرد  انجام  بالایی 
در لحظه اول ر هایش، دور از انتظار نیست. بررسی نتایج نشان 
ادامه  تا زمان 24 ساعت  می دهد سیر صعودی میزان ر هایش 
داشته است و پس از آن میزان ر هایش ثابت شده است که به 
منزله یکسان بودن شیب غلظتی بین سامانه و محیط  پیرامون 
به روند  ثابت  تقریباً  با یک شیب  نانوحامل  این،  از  است. پس 

جدول 1. فرمولاسیون های مختلف نانوذره و درصد ترکیبات استفاده شده در این فرمولاسیون ها

غلظت اولیه عصاره )میکروگرم بر میلی لیتر(کلسترول )درصد(Span 60 )درصد(کد فرمولاسیون

F190105000

F280205000

F370305000
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آزادسازی ادامه می دهد که نشان دهنده پیوستگی ر هایش است. 
با توجه به اینکه دمای سلول  های سرطانی 42 درجه است، داده  ها 
نشان می دهد که ر هایش در این دما بیشتر از سلول  های سالم 
است و می تواند ثابت کند که نانوحامل ها دارای حساسیت به دما 
بوده و نیمه هدفمند هستند. با توجه به داده  ها، بازده ر هاسازی 
48 ساعته عصاره در دمای 42 و 37 درجه به ترتیب 43/53 و 
34/16 درصد است. داده های حاصل از میزان ر هایش نمونه در 
زمان های مختلف و در دو دمای بررسی شده در تصویر شماره 1 
نشان داده شده است. در مقایسه دو نمودار می توان نتیجه گیری 
کرد که میزان ر هایش در دمای 42 درجه سانتی گراد بالاتر از 
ر هایش در دمای طبیعی بدن )37 درجه سانتی گراد( است که 
همین امر ثابت می کند که سامانه در تحویل عصاره در سایت 
هدف مؤثرتر رفتار کرده است و در اصطلاح گفته می شود که 

سامانه دارای شرایط  نیمه هدفمندی است. 

 بررسی و مقایسه اندازه و بار سطحی نانوحامل نیوزومی  حاوی 
عصاره

با توجه به اهمیت اندازه و بار سطحی نانوحامل در بسیاری از 
رفتار های مطلوب آن، حامل نیوزومی از نقطه نظر اندازه و بار مورد 
آنالیز قرار می گیرد. اندازه نانو نیوزوم  های تولیدی حاوی عصاره که 
به روش سونیکه کردن کاهش اندازه داده شده اند به طور میانگین 
با استفاده از دستگاه نانو سایزر اندازه گیری شد. با توجه به نتایج 
گزارش شده، اندازه نانوحامل نیوزومی حاوی عصاره 108/6 نانومتر 

تعیین شد.

پتانسیل زتای سطح نانو نیوزوم های تولیدی نیز با استفاده از 
نانوحامل  بار سطحی  اندازه گیری شد. میزان  دستگاه زتاسایزر 
نیوزومی حاوی عصاره به طور میانگین 1/18 ± 38/02- میلی ولت 

به دست آمد. 

بررسی مورفولوژی نانوذرات نیوزومی

تصویر شماره A-2 مورفولوژی نانوذرات ساخته شده با استفاده 

می دهد.  نمایش  را  نمایه3  الکترونی  میکروسکوپ  دستگاه  از 
همان گونه که در تصویر مشخص است ذرات دارای توزیع اندازه  
مناسب و ساختارکروی شکل هستند که از مشخصات نانوحامل 
لیپیدی است و اثری از تجمع ناخواسته نانوذرات که نشان  دهنده 

ناپایداری نانوذره است، دیده نمی شود.

بررسی پایداری نانوحامل حاوی عصاره

به منظور بررسی پایداری ساختاری نانوحامل تولید شده، عدم 
 FTIR برهم کنش شیمیایی عصاره و نانوحامل با استفاده از تکنیک
مورد  مطالعه قرار گرفت. بدین منظور ابتدا از عصاره، کلسترول 
و Span-60 که در ساخت نانوحامل مورد استفاده قرار گرفته 
با طیف  به طور مجزا طیف FTIR گرفته شد و سپس  بودند، 
FTIR سامانه تهیه شده مقایسه شد )تصویر شماره B-2(. با توجه 
به طیف های به دست آمده چنین تحلیل می شود که در سامانه 
بدون حضور عصاره، پیک شاخص cm-1 3566 نشان دهنده گروه 
عاملی الکلی است که همین پیک با چند درجه اختلاف در سامانه 
حاوی عصاره به میزان cm-1 3500 تکرار شده است. پیک شاخص 
cm-1 2916 حضور گروه عاملی آلکان ها با پیوند کششی C-H را 

نشان می  دهد که در سامانه با عصاره دقیقاً همین عدد تکرار شده 
است. همچنین پیک cm-1 2849 نیز گروه عاملی هیدروکربنی با 
پیوند CH2– را نشان می  دهد که در سامانه ای که عصاره در آن 
 cm-1 انکپسوله شده است، عیناً تکرار شده است. پیک شاخص
 P-H 2359 نیز نشان دهنده گروه عاملی فسفین با پیوند کششی
است که در سامانه حاوی عصاره نیز تکرار شده است. تنها تفاوت 
در سامانه حاوی عصاره حضور پیک اضافه cm-1 2331 است که 
نشان دهنده گروه عاملی فسفین است که در سامانه تنها دیده 

نمی شود. 

به طور کلی، با مقایسه طیف FTIR هر سه نمونه عصاره، سامانه 
حاوی عصاره و بدون آن، می  توان نتیجه گرفت که بسیاری از 
با  عاملی در عصاره،  پیک های شاخص معرفی کننده گروه  های 
کپسوله شدن آن در سامانه نیوزومی حذف شده است و چنین 

3. Scanning Electron Microscope (SEM)

تصویر 1. نمودار مربوط به ر هایش عصاره از نانوسامانه لیپوزومی در بافر PBS در دو دومای 37 و 42 درجه سانتی گراد.
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رخدادی نتیجه از دسترس خارج شدن گروه  های عاملی عصاره با 
توجه به قرار گرفتن آن در سامانه است. همچنین حضور عصاره 
در سامانه سبب ایجاد هیچ پیک اضافه که نشان از ایجاد ساختار 
شیمیایی جدید و یا تجزیه ساختاری ترکیبات تشکیل دهنده 
سامانه باشد، نشده است. در نتیجه حضور عصاره هیچ برهم کنش 

شیمیایی ناخواسته ای با سامانه برقرار نکرده است.

MG-63 بررسی ورود نانو حامل نیوزومی به سلول سرطانی

تصویر شماره 3، نحوه ورود عصاره به درون نانو حامل نیوزومی 
تولید شده را نشان می دهد. طبق تصاویر میکروسکوپ الکترونی، 
بارگذاری عصاره در نانو حامل در حد قابل قبولی انجام شده است.

تصاویر گرفته شده از میکروسکوپ فلورسنت، به خوبی گواه بر 

تصویر A .2( تصویر میکروسکوپ الکترونی نانونیوزوم های حاوی عصاره. B ( هم پوشانی آنالیز FTIR سامانه فاقد عصاره با رنگ قرمز )F2 : blank(، سامانه حاوی 
.)Plant Extract( و عصاره با رنگ مشکی )F2: Containing Plant Extract( عصاره با رنگ آبی

تصویر 3. تصویر میکروسکوپ الکترونی.تصویر هسته رنگ  آمیزی شده با رنگ DAPI )سمت چپ(، تصویر سامانه طراحی شده که به سلول وارد شده )وسط( و تلفیق 
دو تصویر قبل )سمت راست(
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ورود نانوسامانه به درون سلول و وقوع برداشت سلولی است )به 
ترتیب از چپ به راست(؛ هسته سلول رنگ آمیزی شده با DAPI و 
 Dil استفاده از فیلتر آبی، سامانه نیوزومی رنگ آمیزی شده با رنگ
و استفاده از فیلتر سبز. همپوشانی فیلترهای آبی و سبز نشان از 

ورود نانوسامانه به درون سلول دارد.

اندازه گیری اثر عصاره و نانوحامل بر میزان زنده مانی سلول  های
MG-63

 )MG-63( درصد زنده مانی سلول  های سرطانی مغز استخوان
در برابر غلظت 100 میکروگرم بر میلی لیتر از هر کدام از نمونه  های 
نیوزوم فاقد عصاره، عصاره آزاد و نیوزوم حاوی عصاره، پس از 
از تست MTT مورد بررسی قرار  با استفاده  48 ساعت تیمار، 
گرفت )تصویر شماره 4(. نتایج حاصل از آزمون MTT نیوزوم فاقد 
عصاره نشان از سمیت ناچیز سامانه خالی داشت. میزان زنده مانی 
سلول  های سرطانی در مقابل این نمونه 92/16 درصد محاسبه 
مقابل  در   MG-63 سلول  های  زنده مانی  میزان  مقایسه  شد. 
از فرم آزاد عصاره Nepeta persica و سامانه  مقادیر یکسان 
نیوزومی حاوی آن، نشان از عملکرد بهتر سامانه نیوزومی داشت. 
میزان زنده مانی سلول  ها در مقابل این دو نمونه، به ترتیب 22 و 
5/88 درصد به دست آمد و به معنی این است که در غلظت  های 
یکسان، سامانه نیوزومی  درصد بیشتری از سلول  های سرطانی 
را از بین می برد. این امر نشان از اثرگذاری بیشتر عصاره درون 
نانوحامل نیوزومی  دارد؛ بدان گونه که توانسته است در مقایسه 
و سمیت  باشد  داشته  بیشتری  برداشت سلولی  آزاد  با عصاره 
سلولی بالاتری را القا کند. تصویر شماره 4 که نشان دهنده نتایج 
آزمون MTT است، درواقع رسالت نانوسامانه را به خوبی در معرض 
نمایش قرار داده است. این موضوع با توجه به نانومقیاس بودن 
 MG-63 به درون سلول  های و تسهیل در ورود عصاره  حامل 

توجیه پذیر است. 

از  داده های حاصل  معنی داری  عدم  یا  و  معنی داری  بررسی 
آزمون MTT، با استفاده از نرم افزار SPSS انجام پذیرفت. معیار 
معنی داری مقدار P کوچک تر از 0/05 و یا به اصطلاح پنج درصد 

در نظر گرفته شد. 

بحث

 ،MTT بر اساس نتایج حاصل از آنالیز آماری داده های حاصل از
اختلافات در میزان بقای سلول ها پس از قرارگیری در معرض 
سه تیمار عصاره آزاد، نیوزوم فاقد عصاره و نیوزوم حاوی عصاره 
کاملًا معنی دار است و نشان دهنده عدم تصادفی بودن آن هاست 

.)P>0/05(

کردن  ریشه کن  بر  درمان  سرطان،  مرسوم جهت  شیوه  های 
و  رادیوتراپی  و  شیمی درمانی  طریق  از  توموری،  سلول  های 
فعال سازی سیستم ایمنی برای از بین بردن سلول  های توموری 
تأکید دارد. با اینکه این شیوه  های درمانی در برخی از سرطان ها 
پاسخ خوبی داشته است، لازم است درمان  های اختصاصی تری 
برای بیمارانی که به درمان  های معمول پاسخ نمی دهند، ابداع 
شود. روش  های مختلفی برای کاهش عوارض جانبی و افزایش 
رشته  محققان  امروزه،  است.  شده  گرفته  کار  به  درمان   بازده 
داروسازی سعی بر جایگزین کردن گیا هان دارویی و ترکیبات 
مؤثر آن ها به جای دارو های شیمیایی دارند که گا ه عوارض جانبی 

جبران ناپذیری را به بیمار وارد می کنند ]14[. 

در مطالعه اخیر، سه سامانه نانونیوزومی  مختلف با استفاده از 
نسبت  های متفاوت از دو ترکیب کلسترول و Span-60 که هر سه 
حاوی مقدار یکسانی از عصاره گیاه پونه سای ایرانی )پنج میلی گرم 
بر میلی لیتر( بودند، طراحی و سنتز شد. به منظور مشخص کردن 
مناسب  ترین فرمولاسیون، آزمون  های مختلفی روی سامانه های 
Span- حاصله انجام شد که نهایتاً سامانه تولیدی با 80 درصد

تصویر 4. درصد زنده مانی سلول  های MG-63 بعد از 48 ساعت تیمار با فرم نیوزوم فاقد عصاره )Blank Niosome(، عصاره )Extract( و نیوزوم حاوی عصاره 
.)Niosome containing Extract(

.)P>0/05( تفاوت معنی دار نسبت به گروه کنترل *
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60 و 20 درصد کلسترول به عنوان فرمولاسیون برتر شناسایی 
شد. خاصیت سمیت سلولی عصاره آزاد و عصاره محصور در این 
فرمولاسیون نیز از طریق تست MTT مورد آنالیز واقع شد. درصد 
زنده مانی سلول  های سرطانی مغز استخوان در برابر غلظت 100 
میکروگرم بر میلی لیتر از عصاره، 22 درصد به دست آمد که نشان 
از خاصیت ضدسرطانی عصاره گیاه پونه سای ایرانی است. خلیقی 
شیمیایی  ترکیب های   2013 سال  در  همکاران  و  سیگارودی 
Nepeta pogonosper�  عصاره و فعالیت آنتی اکسیدانی گونه

ma را بررسی کردند و ترکیب های فنلی را گزارش کردند و به 
این نتیجه رسیدند که این گیاه دارای اثرات آنتی اکسیدانی است 
و احتمال می رود خواص آنتی اکسیدانی بیشتر در گیاهانی موجود 
باشند که حاوی ترکیبات فنلی هستند ]15[. در سال 2014 
ابوالفضل شاکری و همکاران ترکیب های شیمیایی و فعالیت 
آنتی باکتریال و سمیت سلولی Nepeta ucrainica را بررسی 
کردند و به این نتیجه رسیدند که عصاره این گیاه دارای فعالیت 
آنتی باکتریال به خصوص در برابر باکتری های گرم مثبت است و 
همچنین سبب مهار رشد رده سلولی سرطان تخمدان4 و سرطان 
پستان5 شدند و فعالیت سایتوتوکسیک وابسته به دُز قابل توجهی 

در مقابل MCF-7 و A2780 است ]16[. 

از دیگر روش  هایی که به شدت مورد توجه محققین در زمینه 
بافت هدف است  به  درمان  سرطان است، دارورسانی هدفمند 
که در نتیجه آن، اثربخشی دارو افزایش یافته و سمیت دارویی 
کاهش می یابد. در این راستا، صنعت داروسازی نوین اقدام به 
تولید و استفاده از سیستم های نوین دارورسانی کرد. از مهم ترین 
این سیستم ها که امروزه تحقیقات گسترده ای روی آن ها انجام 
نانولیپوزوم ها،  نانوفیبرها،  هیدروژل ها،  به  می توان  می شود، 

نیوزوم ها و نانودرخت سان6 اشاره کرد ]18 ،17[. 

در تحقیق حاضر، مقایسه تأثیر سمیت سلولی نیوزوم حاوی 
عصاره Nepeta persica با فرم آزاد عصاره نشان داد که القای 
فرم  و  به تنهایی   N. persica عصاره  حضور  در  سلولی  مرگ 
نیوزومه عصاره N. persica )غلظت های یکسان عصاره سلولی( 
متفاوت است؛ به طوری که درصد زنده ماندن سلول های سرطانی 
در حضور فرم نیوزومه عصاره کمتر از فرم عصاره تنهاست. در 
مطالعات مشابهی، Fang و همکاران در سال 2001 اثر نیوزوم ها 
و لیپوزوم ها را در نفوذپذیری پوستی داروی enoxacin مشاهده 
کردند. آن ها همچنین مشاهده کردند که گنجاندن کلسترول در 
 Mujoriya  .]19[ می شود  دارو  ثبات  بهبود  باعث   enoxacin
و همکاران روی طراحی و تولید سیستم تحویل نیوزومی برای 
کتوپروفن کار کردند. آن ها به این نتیجه رسیدند که دارورسانی 
هدفمند به بافت هدف، اثر درمانی داروی کیتوپروفن را افزایش 

4. Ovarian
5. MCF-7 
6. Nano-dendrimer

می دهد و باعث کاهش اثرات نامطلوب آن روی بافت های غیرهدف 
تیم وی، وزیکول های  نتایج تحقیق Mujoriya و  می شود. در 
نیوزومی حاوی کیتوپروفن به عنوان یک سیستم رهایش بسیار 
و   Srinivas دیگر  مطالعه ای  در   .]20[ کردند  عمل  مطلوب 
همکاران در سال 2010 روی تهیه و ارزیابی نیوزوم های حاوی 
آسیکلوفناک، مشخص شد آسیکلوفناک دارویی است که دارای 
خواص درمانی ضعیف و نیمه عمر زیستی کوتاه است. هدف آن ها 
از این مطالعه تولید و بهینه سازی فرمولاسیونی از آسیکلوفناک 
به منظور بهتر کردن زیست دسترسی آن بود. در این مطالعه 
اثر ترکیبات مختلف مانند سورفکتانت های غیریونی و کلسترول 
بر روی بازده کپسولاسیون، اندازه ذرات و آزادسازی یا رهایش 
ارزیابی قرار گرفت. آن ها به این نتیجه رسیدند که  دارو مورد 
در  دارو  رهایش  میزان  سورفاکتانت ها،  از  نوع  این  حضور  در 
تمام فرمولاسیون ها افزایش می یابد، همچنین با افزایش غلظت 
سورفکتانت، بازده به دام انداختن دارو نیز افزایش نشان می دهد 
]21[. عسکری و همکاران در سال 2019 اثر سمیت سلولی عصاره 
انار را به فرم نیوزومه بر سرطان پستان بررسی کردند  پوست 
و نشان دادند استفاده از نیوزوم به عنوان حامل باعث رسانش 
بهتر عصاره شده و میزان بقا را بیشتر کاهش می دهد. در ضمن 
میزان رهایش و اثرگذاری عصاره از نانوحامل در شرایط  سلول های 
سرطانی )از نظر دما و pH( بهتر است که مجموعه یافته های آن ها 
مشابه نتایج این مطالعه است ]22[. کریمی مقدم و همکاران نیز 
در سال 2019 جهت رسانش داروی سیلیبینین به سلول های 
سرطان پستان از نیوزوم به عنوان حامل استفاده کردند و در 
یافته هایی مشابه نتایج این مطالعه، اثرگذاری بیشتر فرم نیوزومه 
داروی سیلیبینین را نسبت فرم آزاد دارو مشاهده کردند ]23[. 
همچنین بهرامی بنان و همکاران در سال 2018 و پرداختی و 
همکاران در سال 2012 نیز مطابق با یافته های این مقاله، نشان 
دادند که میزان انتقال، عملکرد و تأثیرگذاری دارو و حتی واکسن 
در شرایط  کپسوله شده نسبت به شرایط  غیرکپسوله بیشتر است 
]25 ،24[. در پژوهش صورت گرفته نیز نانونیوزوم طراحی شده 
باعث بهبود خاصیت سمیت سلولی عصاره گیاه پونه سای ایرانی و 
رهایش آهسته و پیوسته دارو به مدت طولانی تر شد که مناسب 

درمان  بیماری سرطان است.

نتیجه گیری

نانوتکنولوژی در زمینه پزشکی و داروسازی  استفاده از علم 
توانسته پنجره امیدی در درمان  بیماری های صعب العلاج به روی 
محققین باز کند و نانولیپوزوم  ها و نانونیوزوم ها توانسته اند بخش 
وسیعی از تحقیقات را به خود اختصاص دهند. نتایج این مطالعه 
نشان از اثربخشی بهتر و مناسب تر فرم نانونیوزومی عصاره گیاه 
پونه سای ایرانی نسبت به فرم آزاد عصاره در توانایی ورود به سلول 

و القای اثرات ضدسرطانی داشت.
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ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

این پژوهش بر اساس اصول اخلاقی حفاظت از آزمودنی های 
شماره  نامه  طی  زیستی  اخلاق  نظر  از  و  گرفته  انجام  انسانی 
98975 مورد تأیید کمیته اخلاق در پزشکی دانشگاه آزاد اسلامی 

است.

حامی مالی

این مقاله حامی مالی ندارد.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در طراحی، اجرا و نگارش همه بخش های 
پژوهش حاضر مشارکت داشته اند.

تعارض منافع

هیچ گونه تعارض منافعی توسط  نویسندگان بیان نشده است.

تشکر و قدردانی

پیراپزشکی  دانشکده  از  را  خود  قدردانی  مراتب  نویسندگان 
دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی یزد اعلام می  دارند. 
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