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Abstract: 
 
Background: Propolis is a complex resinous mixture that is gathered and processed by 
honeybees from resin they collect from trees and plants. This substance has various 
biological properties. Glycation is a reaction, which occurs between a protein and a reducing 
sugar and finally causes structural alterations and destruction of proteins. The role of 
glycation has been approved in the development and aggravation of diabetic complications. 
This study aimed to examine the effect of ethanolic extract of propolis (EEP) on fructation 
and destruction of hemoglobin protein structure. 
Materials and Methods: In this experimental study, purified hemoglobin was incubated 
alone and with fructose in the presence and absence of different concentrations of EEP (10, 
20 and 40µg/ml) for 5 weeks. The extent of hemoglobin fructation was determined by 
measuring the amount of heme release, blue shift in soret band, releasing the products of 
heme destruction and assessing the amyloid structures using the UV-visible and fluorescence 
spectroscopy.  
Results: Incubation of hemoglobin with fructose was led to the hemoglobin destruction and 
heme release. Hemoglobin fructation was inhibited up to 45% in the presence of EEP with a 
concentration of 40µg/ml. The two lower concentrations of EEP showed the lower degrees 
of inhibition. Moreover, fluorescence studies of products resulting from heme degradation 
and fibrillar structures are indicative of the reduction in hemoglobin fructation in the 
presence of EEP. 
Conclusion: Hemoglobin is drastically glycated in the presence of fructose and EEP can 
decrease the hemoglobin fructation in a concentration-dependent manner.  
 
Keywords: Fructation, Hemoglobin, Propolis, Antioxidant 
 
* Corresponding Author.  
Email: divsalar@khu.ac.ir 
Tel: 0098 21 611 13381 
Fax: 0098  21 664 04680                                                                                                    CCoonnfflliicctt  ooff  IInntteerreessttss::  NNoo  
                                    Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences, February, 2015; Vol. 18, No 6, Pages 553-563 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Please cite this article as: Sahebi U, Divsalar A, Saboury AA. Investigating the human hemoglobin fructation in the presence of propolis in 

vitro. Feyz 2015; 18(6): 553-63. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
23

 ]
 

                             1 / 11

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-2468-en.html


554 

  شدن هموگلوبين انساني در شرايط آزمايشگاهي فروكتهبر پروپوليس تاثير بررسي 
  

يونس صاحبي
1

، عادله ديوسالار
2*

، علي اكبر صبوري
3  

  

  مقدمه
اي از ترشحات گياهان  پروپوليس تركيب رزيني پيچيده         

هاي صمغ تراوش شده  تكه عسل از  مختلف است كه توسط زنبور
نظير  هاي پوست درختان متنوع ها و شكاف ي برگ جوانه از

آوري  جمع بلوط، كاج، نارون، بيد و سپيداراكاليپتوس، صنوبر، شاه
آوري، موم و بتاگلوكوزيداز، مترشحه از  در حين جمع. شود مي

حلقي، مقداري بزاق و ساير ترشحات زنبور با آن  غدد بزاقي زير
موم   و  اي مهري محصول توسط زنبورها بر ماده. شود مخلوط مي

كردن كندو، حفاظت در برابر مهاجمان خارجي و موميايي كردن 
   ؛شود استفاده مي اجساد

  
دانشكده مولكولي،  و گروه علوم سلوليدانشجوي كارشناسي ارشد بيوشيمي،  1

 علوم زيستي، دانشگاه خوارزمي
مولكولي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه  و گروه علوم سلولي ،استاديار 2

 خوارزمي
  قيقات بيوشيمي بيوفيزيك، دانشگاه تهرانتح، مركز استاد 3
   :نشاني نويسنده مسئول *

  لي و مولكوليگروه سلو دانشكده علوم زيستي، دانشگاه خوارزمي،، تهران
  021 66404680 : دورنويس                               021 61113381: تلفن

 divsalar@khu.ac.ir  :پست الكترونيك

 26/9/93 :تاريخ پذيرش نهايي                               20/3/93:تاريخ دريافت

  
عفوني كنندگي و دارا  ي اثر ضد كه پروپوليس به واسطه ضمن اين

ها  ها را از بيماري ني آنوميكروبي، كل هاي ضد بودن ويژگي
طور  ههاي دور ب پروپوليس از گذشته ].1[كند  محافظت مي

توجهي   شواهد قابل. شود كار برده مي اي در طب سنتي به گسترده
 عفوني دهد پروپوليس داراي خواص ضد وجود دارد كه نشان مي

 بيوتيك، ضد التهاب، آنتي ويروسي، ضد  باكتريايي، ضد كننده، ضد 
معده، ضد توموري و تحريك   اكسيدان، ضد سميت كبد، ضد زخم

طور كلي تركيب پروپوليس  به. ]2[ تي سيستم ايمني اس كننده
 اي است كه توسط زنبور مستقيما متناسب با نوع ترشحات جوانه

پروپوليس خام متشكل . شود آوري مي عسل از درختان متنوع جمع
تركيبي از فلاونوييدها و فنوليك اسيدهاي (رزين درصد  50از 

 ،)ها ونمربوطه، آروماتيك اسيدها و استرهاي مربوطه، آلدئيدها و كت
 5گرده و درصد  5ضروري،  هاي روغندرصد  10موم، درصد  30

هاي  ها، استروئيدها، ويتامين مانند ترپنتركيبات آلي ديگر درصد 
اخيرا پروپوليس  .]3،4[ استمختلف، مواد معدني و اسيدآمينه 

ها و غذاهاي  اي در نوشيدني طور گسترده محبوبيت يافته است و به
هايي مانند التهاب،  لامت و پيشگيري از بيماريسالم براي ارتقاء س

  :خلاصه
؛ شود آوري و فرآوري مي عسل جمع  اي از ترشحات گياهان مختلف است كه توسط زنبور پروپوليس تركيب رزيني پيچيده :سابقه و هدف

 افتد و در كننده اتفاق مي قند احياءيك يك پروتئين و بين شدن واكنشي است كه گلايكه. ده داراي خواص بيولوژيك متعددي استاين ما
هدف از انجام  .نقش آن در ايجاد و تشديد عوارض ديابت تاييد شده استو  شود نهايت موجب تغييرات ساختاري و تخريب پروتئين مي

شرايط  م موجود در هموگلوبين درشدن و تخريب ساختار هروكتهاتانولي پروپوليس بر ميزان ف ي هاين مطالعه بررسي اثر عصار
  .استآزمايشگاهي 

ي اتانولي  حضور عصارهشده به تنهايي و با فروكتوز در حضور و عدمهموگلوبين تخليص در اين مطالعه تجربي :ها روشمواد و 
گيري شدن هموگلوبين از طريق اندازهسنجش ميزان فروكته. هفته انكوبه گرديد 5مدت هب µg/ml40و  20، 10هاي  پروپوليس با غلظت

كمك  جايي باند سورت، توليد محصولات ناشي از تخريب هم و نيز بررسي ساختارهاي آميلوئيدي بههميزان آزادسازي گروه هم و جاب
  .ماوراء بنفش و فلوئورسانس انجام شد- سنجي مرئي هاي طيفروش

ي پروپوليس با  درحضور عصاره. انكوباسيون هموگلوبين با فروكتوز باعث تخريب ساختار هموگلوبين و رهاسازي گروه هم شد :ايجنت
. نشان دادندرا تري دو غلظت كمتر عصاره ميزان مهار پايين. درصد مهار گرديد 45شدن هموگلوبين به ميزان  فروكته µg/ml40غلظت 

شدن دهنده كاهش نسبي فروكتهشده در مورد محصولات ناشي از تخريب هم و ساختار فيبريلار، نشان هاي انجامبررسي، چنينهم
  .باشدي پروپوليس مي هموگلوبين در حضور عصاره

تواند گلايكه شدن هموگلوبين را  ي اتانولي پروپوليس مي شود و عصاره هموگلوبين در حضور فروكتوز به شدت گلايكه مي :گيرينتيجه
  .وابسته به غلظت كاهش دهدصورت به

  اكسيدان  شدن، هموگلوبين، پروپوليس، آنتيفروكته :كليديواژگان
 554-563 ، صفحات1393 بهمن و اسفند، 6پژوهشي فيض، دوره هجدهم، شماره –نامه علميدو ماه                                                              
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پيشنهاد . شود هاي قلبي، ديابت، پيري و سرطان استفاده مي بيماري
شده است كه وجود مقادير زيادي از فلاونوئيدها، اسيدهاي 

هاي زيستي و  لي مسئول اكثر فعاليتوآروماتيك و تركيبات فن
ها  اي پروتئين هتغييرات پس از ترجم .]5[ دارويي پروپوليس است

ي  وسيله ر پروتئين بهتغيي. نقش مهمي در كنترل عملكرد آنها دارد
باشد كه در  هاي پياپي مي اي از واكنش ، توالي پيچيدهگلايكه شدن

مرحله كليدي در تغيير . شود مجموع واكنش ميلارد ناميده مي
ي   در نتيجه ها توسط گلوكز، تشكيل باز شيف است كه پروتئين
وكلئوفيلي بين گروه آمين آزاد از يك پروتئين و گروه واكنش ن

-دنبال آن بازبه افتد وكننده اتفاق مي كربونيل از يك قند احياء

كه محصول آمادوري را توليد  شود انجام مي هاي آمادوري آرايي
هاي ديگري مانند متحمل واكنشآمادوري  تمحصولا. ]6[ كند مي

شوند  دهي و برش اكسيداتيو ميآب ، بازآرايي، تراكم،شدنحلقوي
تري كه داراي اتصالات متقاطع و تا در نهايت به محصولات پيچيده

 اين مشتقات، محصولات. نشر فلوئورسانس هستند تبديل شوند
ها AGEنقش . ]7[ شوند ناميده مي )AGEs( گلايكه شدن  نهايي 

 ،نچنيهم. ها اثبات شده استيند پيري و بسياري از بيماريآدر فر
قند خون در طي  با افزايش سطح ها تغييرات غيرآنزيمي پروتئين

و نقش  هاي طولاني مدت در ديابت شيرين رابطه معني دارد دوره
AGE8[ ها در ايجاد و تشديد عوارض ديابت  تاييد شده است[ .

، فروكتوز اهميت بسياري كنندهءمونوساكاريدهاي احيادر ميان 
نقش  گلايكه شدنيند رآر فدلوكز تر از گبرابر قوي 5/7دارد و 

شنت گلوكز به  .با عوارض ديابت مرتبط باشداست  مكنو م دارد
شود كه تر ميال در شرايط ديابتي فعال فروكتوز از طريق مسير پلي

 گلايكه شدنبنابراين . شود به افزايش غلظت فروكتوز مي منجر
) Fructation( شدنتوسط فروكتوز كه فروكتوزيلاسيون يا فروكته

ويژه در تر در شرايط ديابتي به يندي محتملآشود، فر ناميده مي
است مانند عدسي چشم، كليه، قلب و اعصاب محيطي  هايي بافت

كه تنظيمي براي ورود قند وجود ندارد و قند آزادانه وارد سلول 
هايي مهم در ايجاد عوارض  نقش تواند ميال  مسير پلي و شود، مي

در مقايسه با سطوح . ]9[ ها بازي كند افتپاتولوژيكي در اين ب
-ها، غلظت اين قند در اريترو نرمال فروكتوز در اريتروسيت

يابد و اين امر  هاي بيماران ديابتي تا چهار برابر افزايش مي سيت
نشان داده شده است . شدن هموگلوبين گرددتواند باعث فروكته مي

هموگلوبين القا  كه فروكته شدن تغييرات ساختاري و عملكردي در
ي هم، آهن به راحتي از هموگلوبين فروكته رها  با تجزيهكند و  مي
و اين آهن آزاد، استرس اكسيداتيو ناشي از راديكال آهن شود  مي

افزايش  .دهد و تخريب ساختارهاي سلولي مختلف را افزايش مي
ويژه در بيماران ديابتي قابل توجه بهآهن آزاد هاي راديكال  واكنش

بنابراين ممكن است فروكته شدن هموگلوبين با افزايش  ،ستا
استرس اكسيداتيو و عوارض ايجاد شده در بيماران ديابتي مرتبط 

هايي براي پيشگيري  طراحي دارو و مهاركننده ،رو اين از. ]10[ باشد
آن در بيماران ناشي از و كاهش عوارض  گلايكه شدناز واكنش 

شيميايي مواد تاكنون  .رسد  نظر ميو مهم به ديابتي امري ضروري 
 همتفورمين مطالع و و داروهاي بسياري مانند آسپيرين، ديكلوفناك

از اما  ،و نتايج برخي از آنها نيز مطلوب بوده است ]11[ اند شده
مواد مطالعه شده داراي عوارض جانبي اين كه متاسفانه اكثر آنجايي

اده از مواد طبيعي كه اند، در نتيجه تمايل به استف فراواني بوده
. افزايش يافته است ،توانند داراي عوارض بسيار كمتري باشند مي

بر  پروپوليسعصاره اتانولي  اثر بررسي اين مطالعه هدف از انجام
به  در حضور فروكتوز هموگلوبينو تخريب  گلايكه شدنميزان 

  .استصورت آزمايشگاهي 
  

 هامواد و روش
  تخليص هموگلوبين

ي پروتئين هموگلوبين، ابتدا از افراد سالم  هيهمنظور تبه
گيري شده و سپس با استفاده از پروتوكل و غيرسيگاري خون

Austen Riggs ابتدا محلول : ]12[ صورت زيرتخليص گرديدبه
 1به  9به نسبت حجمي ) آلمان ،مرك(درصد  4سيترات   سديم

جهت  ،پسس. به نمونه خون اضافه گرديدبراي جلوگيري از انعقاد، 
ي خون با استفاده از دستگاه سانتريفوژ  جداسازي سرم نمونه

رسوب در ادامه سانتريفيوژ شده و  3000با دور  ) Hitachiمدل(
 15درصد به مدت  9با محلول سالين  ،دست آمده جهت شستشوبه

مولار  2/0و پس از آن مجددا با بافر فسفات  هزار 10 دقيقه با دور
. وژ گرديديسانتريف 5000دقيقه با دور  15 مدتبه) آلمان ،مرك(

-قرمز و رها  شدن گلبول  جهت ليزبار تقطير و سرد، آب دو ،سپس

مدت به 18000و با دور شده اضافه به رسوب شدن هموگلوبين 
هاي وژ شده و پس از آن جهت رسوب پروتئينيدقيقه سانتريف 10

اين . ضافه شدا )آلمان ،مرك( درصد 20اضافي، سولفات آمونيوم 
و در گرديد وژ يسانتريف 14000مدت يك ساعت با دور محلول به

و  شده نهايت محلول رويي حاوي هموگلوبين به كيسه دياليز منتقل
 4˚و دماي  pH4/7  مولار در ميلي 50دياليز عليه بافر فسفات 

جهت اطمينان از  .ساعت انجام گرديد 48مدت گراد بهسانتي
-با استفاده از دستگاه اسپكتروفتو ،موگلوبينخالص بودن نمونه ه

و عدم وجود  هماورابنفش از نمونه تهيه شد -متر، طيف مرئي
محلول  ).اطلاعات نشان داده نشده است( گرديدناخالصي تاييد 

 ي روش بردفورد وسيله بوده كه به نهايي حاوي هموگلوبين خالص
، تعيين ، كه روش بسيار حساس و دقيق پروتئين سنجي است]13[

  ).نتايج نشان داده نشده است(غلظت شد 
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  و همكاران صاحبي

   556                                                                              6شماره  |18دوره  |1393|بهمن و اسفند |نامه فيضدوماه

  گيري پروپوليسعصاره
آوري شده از مناطق اطراف جنوب پروپوليس جمع

. در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت 1391خرداد  تهران در
قطعات وزن مشخصي از ابتدا گيري پروپوليس، عصاره انجام براي

درصد  10به نسبت  درصد 85در الكل اتانول  آني  خرد شده
 IKAمدل(شيكر انكوباتور دستگاه  وزني حل شده و در/ وزني

KS 4000i (درجه سانتيگراد با  37ساعت و در دماي  48مدت به
محلول حاصل با كاغذ پس از آن . شد انكوبه RPM150 دور 

براي جداسازي قطعات درشت صاف گرديد و  4واتمن شماره 
. گيري و صاف شدبالا عصارهصورت مواد باقيمانده مجددا به

مدت بهگراد در يخچال درجه سانتي 4در دماي شده  محلول صاف
منظور جداسازي موم با كاغذ داري شده و سپس بهساعت نگه 24

وسيله دستگاه محلول حاصل به .]14[ صاف گرديد 1واتمن شماره 
با استفاده  هاي مختلف عصارهشده و سپس غلظت تبخير روتاري

   .تهيه گرديد انولاز ات
  

  ها انكوباسيون نمونه
شدن هموگلوبين ي آزمايشگاهي فروكته جهت مطالعه

حضور  ليتر در   گرم در ميليميلي 10با غلظت  يهاي پروتئيننمونه
مشابه با (مولار ميلي 40با غلظت  )آلمان ،مرك( فروكتوزقند 

 مولار انكوبهميلي 4/0در بافر سديم فسفات ) حالت ديابتي
-بر ميزان فروكته پروپوليسمنظور بررسي اثر به ،چنينهم. گرديدند

 ]5[ ميكروگرم 40و  20، 10سه غلظت مختلف شدن هموگلوبين، 
 .ها افزوده شد به برخي نمونه ي پروپوليس عصارهليتر در ميلي
عنوان مولار بهميلي 5/2 با غلظتنيز  )آمريكاا، سيگم( آسپيرين

هاي گروهصورت ها بهنمونه. گرديد ها اضافه كنترل به برخي نمونه
عنوان به تنها شامل پروتئين هموگلوبين 1گروه : ندشد انكوبهزير 

شامل  3، گروه فروكتوزشامل هموگلوبين و  2شاهد، گروه 
، µg/ml10پروپوليس با غلظت  ي و عصاره فروكتوزهموگلوبين، 

يس با پروپول ي و عصاره فروكتوزشامل هموگلوبين،  4گروه 
 ي و عصاره فروكتوزشامل هموگلوبين،  5گروه  ،µg/ml20غلظت 

شامل هموگلوبين،  6و گروه  µg/ml40پروپوليس با غلظت 
هفته  5مدت بهها تمامي نمونه. عنوان كنترلو آسپيرين به فروكتوز

گراد در درجه سانتي 37در شرايط استريل و تاريكي در دماي 
انكوبه شده و در  RPM40 رعت شيكر انكوباتور با س دستگاه 

هاي برداشت شده نمونه. برداري انجام گرديدانتهاي هر هفته نمونه
 گراد نگهداري شدنددرجه سانتي - 70تا زمان مطالعه در فريزر 

]15[.  
  

  فرابنفش - مطالعات طيف سنجي مرئي
سازي هم و جهت بررسي ميزان آزاداين مطالعات 

 شدنگلايكهثير پروپوليس در جابجايي باند سورت و ميزان تا
هاي ندر طي زما فروكتوزشده در حضور هموگلوبين انكوبه

ها در بدين منظور ميزان جذب نمونه ؛مختلف انكوباسيون انجام شد
با فواصل يك نانومتر با استفاده از  450تا  350هاي موج طول

و شده قرائت ) Shimadzu, Japan(دستگاه اسپكتروسكوپي 
  .]16[ رسم گرديد ها طيف آن

  
   مطالعات فلوئورسانس

نتيجه   در و تجزيه همشدن هموگلوبين باعث فروكته
داراي نشر فلوئورسانس  كهد شومحصولات همي ميتشكيل 
-با استفاده از مطالعات فلوئورسانس ميزان توليد اين محصو. هستند

عنوان معياري جهت توانند بهاين محصولات مي. سنجيده شدلات 
هاي نمونه. نظر گرفته شوند هموگلوبين در شدنگلايكهيين ميزان تع

- در طول) مدل كري(مختلف با استفاده از دستگاه فلوئورسانس 
موج  لها در طو نانومتر برانگيخته شده و ميزان نشر آن 460موج 
  .]17[ نانومتر ثبت گرديد 540

  
    تست تيوفلاوين

شده از يكهن گلاجهت تعيين وضعيت ساختار هموگلوبي
يك رنگ شناساگر اين ماده . استفاده شدThioflavin T  تست

است كه به فيبرهاي آميلوئيدي حاصل از تغييرات ساختاري 
شود و با اين اتصال داراي خاصيت نشر هموگلوبين متصل مي

شدت فلوئورسانس حاصل معياري از ميزان . گرددفلوئورسانس مي
 هاي مختلف با تيوفلاوين تيونهبدين منظور، نم. است شدنگلايكه

دقيقه انكوبه شده و سپس ميزان نشر  15مدت به )آمريكا ،سيگما(
نانومتر پس از تهييج در  490طول موج  ها در فلوئورسانس آن

  . ]18[ گيري شدنانومتر اندازه 450موج طول
  

  آناليز آماري
 صورت سه بار تكرار انجام گرديدتمامي آزمايشات به

ي سه  اطلاعات ارائه شده در اين مقاله ميانگين نتيجهتمامي  و
 Instatافزار آمده با استفاده از نرم دستهاي بهداده. باشند تكرار مي

فه و تست توكي طرهاي آماري آناليز واريانس يكو آزمون 3
گرفته  نظر در 05/0داري زير نيسطح مع .تجزيه و تحليل شدند

  .شد
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  نتايج
  ماوراءبنفش- مرئيمطالعات طيف سنجي 

فرابنفش در  - طيف سنجي مرئينتايج حاصل از مطالعات 
پيك . نشان داده شده است 1 شماره و جدول 1شماره  نمودار

-نمونه در هر هفته مشخص شده و سپس به يمم طيف هرزماك

بالاترين ميزان  1 شماره نمودار. است صورت نمودار رسم شده
احيه باند سورت را نشان در ن مختلف هموگلوبينهاي  نمونهجذب 

هموگلوبين  ميزان جذبشود  كه مشاهده ميطوردهد و همان مي
 در طي انكوباسيون تغيير محسوسي نداشته است) 1گروه (تنها 

كه ، درحالي)310/0±004/0تا  319/0±003/0ميزان جذب بين (
باعث كاهش شديد ميزان جذب در طي ) 2 گروه(حضور فروكتوز 

ي پاياني ميزان اين جذب به  و در هفته هرديدگهاي مختلف  هفته
ازطرف ديگر . رسيده است 055/0±006/0يعني  ترين مقدار پايين

هاي حاوي قند از كاهش ميزان جذب  حضور پروپوليس در نمونه
- μg(پروپوليس در بالاترين غلظت خود . جلوگيري نموده است

/ml40 ( قويترين اثر را داشته و غلظت اول آن)μg/ml10(  داراي
اثر كمتري بوده است، و ميزان جلوگيري از كاهش جذب در 

تقريبا معادل با اثر آسپيرين  μg/ml 20حضور پروپوليس با غلظت
هاي حاوي پروپوليس  ي پاياني نمونه مقادير جذب هفته .باشد مي

ترتيب برابر با ليتر بهميكروگرم بر ميلي 40و  20، 10هاي  با غلظت
 بوده است 155/0±004/0و 136/0±005/0و 003/0±111/0

)05/0P< .(دهد طول موج نشان مي 1 شماره گونه كه جدولهمان
جذبي هموگلوبين در ناحيه باند سورت در طي انكوباسيون تغييري 

 ؛نانومتر است 414ول موج طها اين و در تمامي هفتهنكرده است 
طي  دري حاوي فروكتوز  نمونه درطول موج كه اين درحالي

هاي آبي تغيير پيدا نموده  وباسيون به تدريج به سمت طول موجانك
اين در . است نانومتر رسيده 405طول موج هفته پاياني به  و در

- هاين جابميزان هاي حاوي پروپوليس از  حالي است كه در نمونه
، 10ي حاوي پروپوليس با غلظت  در نمونه. شده است كاستهجايي 

ي  طول موج پيك جذبي در هفته تر،ليگرم بر ميليميكرو 40و  20
. )>05/0P( نانومتر است 410و  408، 408ترتيب برابر با پاياني به

نانومتر  408ي حاوي آسپيرين نيز  طول موج پيك جذبي در نمونه
  .تسا
  

  مطالعات فلوئورسانس ذاتي
نتايج حاصل از بررسي ميزان توليد محصولات فلورسنت          

هموگلوبين در مطالعات  شدنگلايكهنتيجه  رحاصل از تجزيه هم د
 دهد كه انكوباسيون هموگلوبين در حضور فلوئورسانس نشان مي

فروكتوز باعث افزايش تدريجي شدت فلوئورسانس ناشي از 
شود و با گذشت زمان از  محصولات همي در طي انكوباسيون مي

 آغاز انكوباسيون شدت فلوئورسانس افزايش بيشتري يافته و در
) Arbitrary Unit( اختياري واحد 871±11 ميزاني پاياني به هفته

كه شدت فلوئورسانس نمونه هموگلوبين در حالي، رسيده است
واحد  455±12 ي پنجم و در هفته تنها تغيير محسوسي نداشته است

هاي حاوي  از سوي ديگر حضور پروپوليس در نمونه .باشد مي
انكوباسيون جلوگيري نموده  در طينشر فروكتوز از افزايش شدت 

كه با افزايش غلظت پروپوليس شدت نشر كاهش صورتيبه ؛است
هاي حاوي پروپوليس با  در نمونه ميزان شدت نشر .يافته است

ي  در مقايسه با نمونهليتر ميكروگرم بر ميلي 40و  20، 10غلظت 
و  766±14و  831±12 ي پاياني به حاوي فروكتوز در هفته

اين ميزان براي ). >05/0P( است كاهش يافتهد واح 11±680
باشد كه تقريبا نزديك  ميواحد  776±13ي حاوي آسپيرين  نمونه

ي حاوي پروپوليس با غلظت دوم  در نمونه نشر به ميزان شدت
  ).2شماره  نمودار(باشد  مي
  

  مطالعات فلوئورسانس تيوفلاوين
د از انكوباسيون ها، قبل و بعنتايج تست تيوفلاوين نمونه         

 3شماره  صورت درصد تشكيل ساختارهاي آميلوئيدي در نموداربه
شود ميزان ساختارهاي بتا  ميمشاهده كه چنان. رسم شده است

 30/15±3/1ترتيب قبل و بعد از انكوباسيون به شاهد ي براي نمونه
حضور فروكتوز  دركه حالي در ،باشد مي درصد 56/16±96/0 و
ي  دهندهكه نشان درصد رسيده است 100ميزان به اين ) 2 گروه(

ديگر، در   سوي  از. فلوئورسانس تيوفلاوين است افزايش شديد
-حاصل از تيو پروپوليس شدت نشر ي هاي حاوي عصارهنمونه

و ميزان ) >05/0P(يافته است  داري كاهشطور معنيبه فلاوين
ليس با هاي حاوي عصاره پروپو در نمونهساختارهاي بتا درصد 
 89/87±0/1 ترتيب بهبه ليترميكروگرم بر ميلي 40و  20، 10غلظت 

 )>05/0P( درصد كاهش يافته است 43/55±0/1و  17/74±6/1و 
كه با صورتي به ؛هد روند افزايش نشر مهار شده استدكه نشان مي

در غلظت . افزايش غلظت عصاره ميزان مهار نيز افزايش يافته است
شود كه در يس بيشترين ميزان مهار مشاهده ميسوم عصاره پروپول

 فروكتوزدرصد نسبت به نمونه حاوي  45تقريبا آن شدت نشر 
در نمونه كنترل حاوي آسپيرين ميزان  ،چنينهم. كاهش يافته است
كه اثري  درصد كاهش يافته است 21/76±4/1 ساختارهاي بتا به

  .داشته استعصاره  μg/ml 20تقريبا برابر با غلظت
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حاوي پروتئين  1هاي مختلف؛ گروه شدن هموگلوبين در نمونهي ميزان كاهش جذب ناحيه باند سورت در اثر فروكته مقايسه -1 شماره نمودار

 20، 10هاي  ترتيب با غلظتبهپروپوليس   ي حاوي هموگلوبين، فروكتوز و عصاره 5و  4، 3حاوي هموگلوبين و فروكتوز، گروه  2هموگلوبين، گروه 
كاهش يافته  2هاي گروه با گذشت زمان ميزان جذب نمونه در نمونه .حاوي هموگلوبين، فروكتوز و آسپيرين 6ليتر و گروه  ميكروگرم در ميلي 40و 

هاي حاوي پروپوليس از اين هاي گروهنهكه در نمودرحالي ؛باشدشدن ميجايي گروه هم در ساختار طبيعي در اثر فروكتههدهنده جاباست كه نشان
نمونه حاوي هموگلوبين تنها تغيير  ).5و  4، 3ترتيب گروه به(شود با افزايش غلظت پروپوليس ميزان مهار بيشتر مي. كاهش جلوگيري شده است

 .تاس >05/0Pداري و سطح معني SD±ميانگين سه بار تكرارنتايج . محسوسي در طي انكوباسيون نداشته است

  

 
حاوي پروتئين  1هاي هموگلوبين در شرايط مختلف انكوباسيون؛ گروه ي ميزان توليد محصولات ناشي از تخريب هم در نمونه مقايسه - 2شماره نمودار 

و  20، 10هاي  ترتيب با غلظتي پروپوليس به حاوي هموگلوبين، فروكتوز و عصاره 5و  4، 3حاوي هموگلوبين و فروكتوز، گروه  2هموگلوبين، گروه 
شدن، هم آزاد شده باعث افزايش جذب شده وسيله فروكتهبا تخريب هم به .حاوي هموگلوبين، فروكتوز و آسپيرين 6ليتر و گروه  ميكروگرم در ميلي 40

افزايش جذب كاهش  هاي حاوي پروپوليس، رونددر گروه). 2گروه (است و با گذشت زمان و افزايش تخريب ميزان شدت جذب افزايش يافته است 
 .، ميزان مهار افزايش يافته است5تا  3ترتيب از گروه با افزايش غلظت هموگلوبين، به. باشدشدن و تخريب هم ميدهنده مهار فروكتهيافته كه نشان

  .است >05/0P داريو سطح معني SD ±ميانگين سه بار تكرارنتايج . گلايكه كنترل نيز مهار نشان داده است عنوان ماده ضدآسپيرين به
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حاوي پروتئين هموگلوبين، گروه  1گروه . هاي مختلف، قبل و بعد از انكوباسيون در هفته پنجم ميزان تشكيل صفحات بتا در نمونه -3شماره نمودار 

ميكروگرم  40و  20، 10هاي  ترتيب با غلظتي پروپوليس به حاوي هموگلوبين، فروكتوز و عصاره 5و  4، 3حاوي هموگلوبين و فروكتوز ، گروه  2
) 1 گروه(افزايش ساختارهاي بتا در نمونه گروه يك در مقايسه با هموگلوبين تنها  .حاوي هموگلوبين، فروكتوز و آسپيرين 6و گروه  ليتردر ميلي
از روند افزايش  5و  4، 3هاي هاين در حالي است كه نمونه هاي گرو ؛شدن هموگلوبين و تغييرات ساختاري آلفا به بتا استدهنده فروكتهنشان

شدن هموگلوبين شده و در نتيجه تغييرات ساختاري آلفا به بتا را مهار دهد حضور پروپوليس مانع گلايكهساختارهاي بتا كاسته شده است كه نشان مي
 20ي حاوي پروپوليس با غلظت ه با نمونهآسپيرين نيز ميزان مهاري مشاب. با افزايش غلظت پروپوليس ميزان مهار افزايش يافته است. نموده است

دار با گروه دو يتفاوت معن *، )P>05/0(دار با گروه اول يتفاوت معن #. است SD ±نتايج ميانگين سه بار تكرار  .ليتر نشان داده است/ميكروگرم 
)05/0<P .(† دار با گروه شش يتفاوت معن)05/0<P.(  

  
  .هاي هموگلوبين در شرايط انكوباسيون مختلفي و تغيير آن در نمونهموج جذب  ي طول مقايسه - 1شماره  جدول

 )  هفته(زمان گروه اول گروه دوم گروه سوم گروه چهارم گروه پنجم  گروه ششم

 هفته صفر 414 414 414 414 414 414

 هفته اول 414 413 414 414 414 414

 هفته دوم 414 412 413 413 413 413

 هفته سوم 414 410 412 412 412 412

 هفته چهارم 414 408 410 410 411 410

 هفته پنجم 414 405 408 408 410 408

- به ي پروپوليس حاوي هموگلوبين، فروكتوز و عصاره 5و  4، 3حاوي هموگلوبين و فروكتوز، گروه  2حاوي پروتئين هموگلوبين، گروه  1گروه 

دهد كه نمونه مقادير جذب نشان مي .حاوي هموگلوبين، فروكتوز و آسپيرين 6ليتر و گروه  ميكروگرم در ميلي 40و  20، 10هاي  ترتيب با غلظت
در كه حاليدر وبين در اين ناحيه است؛ي طول موج جذبي هموگلدهندههموگلوبين بدون قند، در طول انكوباسيون تغييري نداشته است كه نشان

دهنده تغيير در موقعيت هم در جا شده است كه نشانهتر جابهاي كوتاههاي حاوي قند طول موج جذبي در طي انكوباسيون به سمت طول موجنمونه
- هجايي بهجايي طول موج جذبي هم شده است و با افزايش غلظت عصاره ميزان جابهحضور پروپوليس باعث كاهش جاب. باشدشدن مياثر فروكته

 20طور مشابه با نمونه حاوي پروپوليس با غلظت ، به)6 گروه(عنوان كنترل آسپيرين به). 5 و 4، 3هاي ترتيب گروهبه(شدت كاهش يافته است 
  .جايي طول موج جذبي جلوگيري نموده استهاز جاب) 4 گروه(ميلي ليتر /ميكروگرم

 
  بحث

داراي اثرات  پروپوليسشده است كه نشان داده 
باكتريايي،  التهابي، ضد سرطاني، ضد لفي از جمله اثرات ضدمخت
اين اثرات و  باشداكسيداني مي قارچي و ضد ويروسي، ضد ضد

تركيب . ]19،20[ باشدلي اين عصاره ميوفنمربوط به بخش پلي
ي پروپوليس ايراني توسط محمدزاده و همكاران مشخص  عصاره

ر آنتي اكسيداني اين عصاره روي اث برآنها  ،چنينهم. شده است
ي اتانولي اين ماده داراي  اند كه عصارهمطالعه نموده و نشان داده
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عوارض ديابت شامل  .]21[ باشد خواص آنتي اكسيداني قوي مي
باشد و درطي  مي شبكيهآسيب قلب، كليه، عصب، عدسي چشم و 

كه ديابت يك فاكتور ها شواهدي فراهم شده است مبني بر اين سال
هاي مرتبط با پيري مانند بيماري آلزايمر و  خطر براي ساير بيماري

-گلايكهد توسط نتوان ها مي اكثر اين آسيب. باشد انواع سرطان مي

- گلايكهاز چندين نوع ماده براي پيشگيري . ]22[ ايجاد شوند شدن

 آسپيرين احتمالا اولين مولكولي است كه براي. وجود دارد شدن
رسد كه  نظر ميبه .شده است استفاده شدنگلايكهپيشگيري از 

-ي استيلا وسيله توسط آسپيرين به شدنگلايكهحفاظت در برابر 

 ها است پروتئينموجود در پذير  هاي آمينوي واكنش سيون گروه
شدن در مطالعه قبلي نشان داديم كه آسپيرين گلوكه. ]23[

شده است نشان داده  ،چنينهم]. 24[كند  هموگلوبين را مهار مي
التهاب مانند ايبوپروفن و ديكلوفناك نيز  ساير داروهاي ضد

در و همكارانش  Fuliang. ]11[ كنند را مهار مي شدنگلايكه
هاي ديابتي مشاهده نمودند كه  روي موش ي خود بر مطالعه
گشته و ها  اين موشخون   پروپوليس باعث كاهش قند ي عصاره

كوب عوامل اكسيدان و كاهش استرس چنين باعث سرهم
ند كه سطح فروكتوزآمين در ها نشان داد آن. گردداكسيداتيو مي

از  ؛يابدبا عصاره پروپوليس كاهش مي هاي ديابتي تيمار شدهموش
-مي گلايكه شدنكه اين ماده اولين محصول در واكنش جايي آن

هار اين تواند باعث متوان نتيجه گرفت كه اين عصاره ميباشد مي
و همكارانش  Leandroاي ديگر  در مطالعه. ]25[ واكنش نيز گردد
-هاي قرمز جلوگلبولكه پروپوليس از شكنندگي  اثبات نمودند

مربوط به  تواند مياين اثر  نشان دادند كه ها آن ؛نمايدگيري مي
 يمطالعه، يك چنينهم .]26[ باشد اكسيداني پروپوليسفعاليت آنتي

هاي ي اثر پايداركنندگي پروپوليس بر گلبولكنندهتاييدديگر باليني 
در اين مطالعه نشان داده شده است كه ميزان . باشدقرمز مي

- هاي تيمار بلنداثربخشي پروپوليس وابسته به زمان است و دوره

ند اهثامني و همكاران نشان داد .]27[ دنمدت، اثرات پايدارتري دار
ن بدن و مهار افزايش سطح گلوكز كه اين عصاره باعث افزايش وز
- ميهاي ديابتي  گليسيريد در موش خون، كلسترول، كراتينين و تري

باعث ايجاد تغييرات فعاليتي و ساختاري  شدنگلايكه .]28[ شود
جمله كاهش محتواي آلفا هليكس و تضعيف  در هموگلوبين از

عي طور طبيگروه هم به. ]10[ دوشاتصال بين هم و پروتئين مي
اتصال محكمي به گلوبين دارد و در اين حالت داراي جذب نوري 

ميزان چنانچه اين اتصال ضعيف گردد در باند سورت است، اما 
م ه تغيير موقعيتچنين با و هم يابد ميكاهش در اين ناحيه جذب 

به سمت پيك جذبي اين گروه در ساختار پروتئين، ممكن است 
شدن هموگلوبين گلايكه .]16[ شود جاهجاب ترهاي كوتاهموجطول

و در نتيجه تضعيف   هاي گلوبين ه منجر به تغيير ساختار زنجير
اهش تواند باعث ك گردد كه مي جايي گروه هم ميهاتصال و جاب
-پيشرفت گلايكه ،چنينهم .جايي پيك جذبي شودهجذب و جاب

شدن ممكن است باعث آزاد شدن همي م و توليد محصولات ه
توان از اين تغييرات ساختاري مي. نشر فلوئورسانس گردد داراي

در . صورت كيفي استفاده نمودهشدن بجهت سنجش ميزان گلايكه
ميزان  اده از سنجش اين تغييرات ساختارياين مطالعه با استف

حضور عصاره اتانولي هموگلوبين در حضور و عدم شدنفروكته
-گلايكهند كه اهن دادهمكاران نشا و Bose .پروپوليس بررسي شد

سازي هم و افزايش آهن آزاد ث افزايش رهاعهموگلوبين با شدن
تواند باعث افزايش استرس اكسيداتيو ناشي از آهن  شود كه مي مي

ي  حاكي از آن است كه عصاره آمده دستنتايج به. ]9[ گردد
و ميزان  استهموگلوبين  شدنفروكتهپروپوليس قادر به مهار نسبي 

هاي مختلف عصاره داشته و با افزايش ستگي به غلظتمهار ب
نتايج حاصل از . غلظت عصاره ميزان مهار نيز افزايش يافته است

نشان داد كه نيز ماورابنفش  -مطالعات اسپكتروسكوپي مرئي
ي باند سورت  فروكتوز باعث كاهش شديد جذب در ناحيهحضور 

شود كه  شود و با گذشت زمان ميزان كاهش جذب تشديد مي مي
ال هم شدن هموگلوبين و تضعيف اتصفروكتهي  دهندهنشان
از  ي پروپوليس عصارهكه حضور استاين در حالي. باشد مي

طور نسبي جلوگيري كرده و روند كاهشي جذب كاهش جذب به
م از ه رهاسازي جلوگيري از ي دهندهكند كه نشان را كند مي

عصاره با افزايش غلظت  هاثر مهاري عصار ،چنينهم. استپروتئين 
 45حدود  ميزان جذب ،عصاره افزايش يافته و در بالاترين غلظت

اين،  بر علاوه. بود داراي قند افزايش يافتهدرصد نسبت به گروه 
جايي باند هپروپوليس از جاب ي نتايج نشان داد كه حضور عصاره
هاي موج به سمت طول) 414(سورت در هموگلوبين طبيعي 

از  .كنددر هموگلوبين گلايكه جلوگيري مي) 408(ر تكوتاه
جايي گروه هم در هموگلوبين و هشدن باعث جابكه گلايكهآنجايي

جايي پيك جذبي به سمت طول هچنين كاهش جذب و جابهم
ي  وسيله گردد، بنابراين احتمالا پروپوليس به تر مي هاي كوتاه موج

شدن هموگلوبين  تهفروكو كاهش  شدنفروكتهتداخل در واكنش 
جايي هم جلوگيري هاز ايجاد تغييرات ساختاري و در نتيجه جاب

-تواند به جايي در طول موج جذبي نيز ميهكاهش جاب. نموده است

- هم. جايي هم در ساختار هموگلوبين باشدهعلت پيشگيري از جاب

هاي حاوي پروپوليس،  با افزايش در شدت جذب در نمونه ،چنين
-ذبي نيز جلوگيري شده است كه نشانيي طول موج ججاهاز جاب

تواند  ي پايدار شدن گروه هم در هموگلوبين است كه مي دهنده
شدن و جلوگيري از تغييرات ساختاري در ناشي از كاهش گلايكه
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توليد شده  ميدر مطالعات توليد محصولات ه .اين پروتئين باشد
ود قند فروكتوز در مشاهده شد كه وج نيز شدنگلايكهي  واسطه به

مجاورت هموگلوبين باعث افزايش نشر فلوئورسانس ناشي از اين 
شود و با گذشت زمان ميزان نشر به شدت افزايش  محصولات مي

ي  نتيجه ي افزايش توليد محصولات همي در دهندهيابد كه نشان مي
 ي حضور عصارهكه در صورتي ؛شدن هموگلوبين استفروكته

كه با طوريبه ؛نشر فلوئورسانس گرديدكاهش  به منجرپروپوليس 
افزايش غلظت عصاره ميزان نشر فلوئورسانس كاهش بيشتري 

 50ميزان توليد اين محصولات تا عصاره در غلظت سوم  داشته و
محصولات همي از هم آزاد شده از اين  .درصد كاهش يافت

. دنشو توليد ميشدن اين پروتئين ي گلايكه واسطههموگلوبين به
ي  در حضور عصارهفلوئورسانس محصولات همي  نشركاهش 

مهار شدن هموگلوبين، فروكتهكاهش  ي دهنده نشانپروپوليس 
تيوفلاوين  .سازي هم هموگلوبين است تغييرات ساختاري آن و رها

- تي يك رنگ شناساگر است كه به فيبرهاي آميلوئيدي متصل مي

با . گرددلوئورسانس ميشود و با اين اتصال داراي خاصيت نشر ف
توان ميزان نسبي ساختارهاي آميلوئيدي  استفاده از اين رنگ مي

ها را سنجيد و با استفاده از آن ايجاد تغييرات ساختاري در  پروتئين
 شدنگلايكهنشان داده شده است كه . پروتئين را شناسايي نمود

تبديل كند و باعث مي القاتغييرات ساختاري در هموگلوبين 
كاهش ساختارهاي آلفا به  شود كه منجر اختارهاي آلفا به بتا ميس

. ]10[ گردد بتا مياي هليكس و افزايش ميزان ساختارهاي رشته
اين تغييرات ايجاد ، پروتئين شدنگلايكهبا افزايش ميزان  ،بنابراين

افزايش يافته و ميزان بيشتري از ساختارهاي آلفا به ساختارهاي بتا 
 ي ايجاد تغييرات ساختاري وسيله به شدنگلايكه .شوندتبديل مي

 گريز پروتئين و در نتيجهدر معرض قرار گرفتن نواحي آب باعث
كاهش محتواي  گردد و ميافزايش هيدروفوبيسيته در ميوگلوبين 

مهار در صورت . ]29[ كند را القا ميآلفا و افزايش ساختارهاي بتا 
-يل ساختارها نيز كاهش مي، ميزان اين تغييرات و تبدشدنگلايكه

ي تست  به وسيله هاي ساختاري هموگلوبيننتايج بررسي. يابد
ي هموگلوبين شاهد  داد كه نمونه در اين مطالعه نشان تيوفلاوين

طور طبيعي ساختار بتاي بسيار كمي دارد و در طي انكوباسيون به
كه حضور در حالي ،كند ميزان اين ساختارها تغيير محسوسي نمي

روكتوز در مجاورت هموگلوبين باعث افزايش نشر ناشي از ف
دهنده اتصال ميزان بيشتري از اين رنگ شود كه نشان تيوفلاوين مي

كه اين رنگ به ساختارهاي از آنجايي. ساختار هموگلوبين استبه 
رو ينا كند، از آميلوئيدي متصل شده و نشر فلوئورسانس ايجاد مي

 نمودنگلايكهي  وسيلهفروكتوز بهدهد كه  يماين مساله نشان 
هموگلوبين باعث القاي تغييرات ساختاري و تبديل ساختارهاي 

كه در استحالي اين در. ه استداي بتا ش آلفا به ساختارهاي صفحه
ي پروپوليس از افزايش نشر جلوگيري شده است كه  حضور عصاره

- ميلوكاهش تبديل ساختارهاي آلفا به ساختارهاي آ ي دهندهنشان

حضور . است هموگلوبين شدنگلايكهو در نتيجه كاهش ئيدي بتا 
 را شدن هموگلوبينپروپوليس ميزان گلايكههاي مختلف  غلظت

-به ؛نموده استو از پيشرفت اين واكنش جلوگيري  دادهكاهش 

كه با افزايش غلظت عصاره ميزان نشر كاهش بيشتري يافته طوري
در نتيجه با . ايجاد شده استهاي آميلوئيدي كمتري  و ساختاري

، تغييرات ساختاري شدنگلايكهاظت از هموگلوبين در برابر حف
گردد و از  مهار شده و ساختارهاي آلفاي هموگلوبين حفظ مي

تبديل شدن ساختارهاي آلفا به ساختارهاي بتا جلوگيري شده 
با توجه به اين مطلب كه محصولات توليدي ناشي از . است

شوند و  ها باعث القاي استرس اكسيداتيو ميتئينپرو شدنگلايكه
رو كاهش ينا كنند، ازرا تشديد مي شدنگلايكهدر نتيجه روند 

ها پروتئين شدنگلايكهتواند منجر به كاهش عوامل اكسيداتيو مي
كانيسم توجيهي براي اثر مهاري عصاره پروپوليس م ،بنابراين. گردد
غني از صاره با توجه به آنكه تواند بدين صورت باشد كه اين ع مي

ي سركوب عوامل  وسيلهبه اكسيدان قوي است، احتمالاعوامل آنتي
شدن هموگلوبين از گلايكهاكسيدان و كاهش استرس اكسيداتيو 

گلايكه ميزان با گذشت زمان  ،ديگر از سوي. نمايدجلوگيري مي
هاي حاوي پروپوليس  كه در نمونهدرحالي، يابد تشديد مي شدن

كه طوريبه ؛شود طور نسبي مهار ميبه شدنفروكتهروند افزايشي 
ميزان فعاليت عصاره پروپوليس نيز با افزايش غلظت عصاره 

كند كه مهار ميبه ميزان بيشتري را  واكنشافزايش يافته و اين 
مكانيسمي  دهنده اين مطلب است كه عصاره پروپوليس بانشان

  .كندهاري خود را القا ميفعاليت م وابسته به غلظت و زمان
  

  گيرينتيجه
الكلي پروپوليس  ي كه عصاره دهند مينشان  فوق نتايج            

 شدنفروكتهيند آهاي مختلف قادر به كاهش فردر غلظت
 مشاهدههاي تفاوت. باشدمي در شرايط آزمايشگاهي هموگلوبين

يده شده در ميزان مهار در موارد مختلف كه در اين مطالعه سنج
هاي مختلف اند، ناشي از تفاوت در معيار سنجش در بخششده

-هم. ناپذير استتفاوت در نتايج حاصل اجتناباست، در نتيجه 

 شدن فروكتهميزان در اين مطالعه مشاهده شد كه  ،چنين
- يابد كه اين نتايج نشانهموگلوبين با گذشت زمان افزايش مي

يندي وابسته آفر شدنگلايكهاين امر است كه  ي دهنده و تاييدكننده
   .يابدبه زمان است و با گذشت زمان شدت مي
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  تشكر و قدرداني
اين مطالعه با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه 

) INSF(دوق حمايت از پژوهشگران كشور و صنتهران خوارزمي 
  .انجام شده است
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