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Abstract 
 

Background and purpose: Osteosarcoma, as the most common bone cancer has not shown 

considerable response to current chemotherapy drugs. New nanotechnology-based drug delivery systems 

seems to be promising in cancer treatment. The aim of this study was to design and synthesize a niosomal 

nano-carrier for drug delivery of berberine to Saos-2 cell line, as a model of osteosarcoma. 

Materials and methods: Different niosome formulations composed of cholesterol (25%) and 

different surfactants (75%) were prepared using thin film method. The resulting niosome with optimal 

properties was pegylated by adding 5% of DSPE-mPEG2000. Finally, the cytotoxicity of free form of 

berberine and berberine-containing pegylated niosome in normal fibroblast cell line (HFF) and Saos-2 

cell line were evaluated by MTT assay. 

Results: The niosome made of cholesterol (25%) and Tween 60 (75%) showed the highest drug 

loading and release rate and was selected as the optimal formulation. Findings showed that the optimized 

pegylated niosome had high loading efficiency and controlled drug release (79.34% and 66.79%, 

respectively). Finally, MTT assay showed that the berberine-containing pegylated niosome had more 

toxicity in Saos-2 cell line than the free form of the drug. 

Conclusion: The synthesized niosomal nano-carrier had desirable properties such as high 

loading efficiency and controlled drug release, which can be used as a favorable drug delivery system 

with low toxicity and high delivery efficiency in order to increase the effect of the drug while reducing its 

dose. 
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 پژوهشی

طراحی و ساخت یک سیستم دارورسانی کارآمد بر پایه نانو 
 هاي نیوزومی جهت انتقال بربرین به رده سلولی حامل

 (Saos-2)استئوسارکوما 
  

      1محمد جواد پورمحمودیان
         2سید مهدي کلانتر 

  3بی بی فاطمه حقیرالسادات
  چکیده

درمانی پاســخ ترین سرطان استخوان با استفاده از داروهــاي شــیمیعنوان شایع ، بهااستئوسارکومدرمان  و هدف: سابقه
کننــده در دواریام ياســتراتژ کمبتنــی بــر نانوفنــاوري، یــ هاي نوین دارورسانیسیستمموفق چشمگیري را نشان نداده است. 

دارورســانی بربــرین بــه رده ســلولی  دهند. هدف از مطالعه حاضر ساخت نانوسامانه نیوزومی جهترا نوید میدرمان سرطان 
Saos-2 عنوان مدلی از استئوسارکوما بود.به  

) درصد25با نسبت کلسترول ( هاي مختلف نیوزومیونیفرمولاسدر این مطالعه تجربی آزمایشگاهی،  ها:مواد و روش
هــاي بهینــه، از ا ویژگــینانوســامانه حاصــل بــشــدند.  هیته) از طریق روش فیلم نازك درصد 75هاي مختلف (سورفکتانت و

ی فرم آزاد بربرین سلول تیسمدر نهایت اثر  به فرمولاسیون بهینه، پگیله شد. DSPE-mPEG2000درصد از  5طریق افزودن 
بــا اســتفاده از  )Saos-2( ) و رده ســلولیHFF( نرمــال بروبلاســتیف یرده سلول و نانوسامانه نیوزومی پگیله حاوي بربرین در 

  ی شد.ارزیاب MTTآزمون 
 تــرین میــزان بارگــذاري) بیشدرصد 75( Tween 60- )درصد 25شده با نسبت کلسترول ( نانوسامانه نیوزومی ساخته ها:یافته

و رهایش دارو را از خود نشان داد و به عنوان فرمولاسیون بهینه انتخاب شد. نتایج حاصل نشان داد نانوسامانه بهینه نیــوزومی 
 ،MTTدارد. در نهایت، براساس نتایج آزمــون  درصد 79/66و  34/79و رهایش دارو به ترتیب شده کارایی بارگذاري پگیله

  .ه استداشت Saos-2نانوسامانه حاوي بربرین اثر سمیت بیش تري نسبت به فرم آزد دارو در رده سلولی 
 شدهالا و رهایش کنترلدر مطالعه حاضر، نانوسامانه ساخته شده داراي خصوصیات مطلوبی همچون بارگذاري ب استنتاج:

عنوان یک سیستم دارورسانی مطلوب با سمیت کم و کارایی بالا، جهت افــزایش اثــر دارو در توان از آن بهدارو بود که می
  ها استفاده کرد.کنار کاهش دوز آن در دیگر مطالعات و پژوهش

  

  ، سرطان استخواننانوسامانه، نیوزوم، استئوسارکوما، دارورسانی، بربرین واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 ترین تومور بدخیم استخوانی اولیــهشایع ااستئوسارکوم

 درصــد 60 طورمیانگینهبو باشد می در کودکان و نوجوانان
 اول دهــه دو در کــه را اولیــه استخوانی بدخیم از تومورهاي

  .)1(دهدمی داده شده را تشکیل افراد تشخیص زندگی
  

  E-mail: Fhaghirosadat@gmail.com                  دانشکده پیراپزشکیدانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی،  :یزد - بی بی فاطمه حقیرالسادات مولف مسئول:
  ایران یزد، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهیدصدوقی، .کارشناسی ارشد بیوتکنولوژي پزشکی،1
  ایران یزد، کده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهیدصدوقی،دانش استاد، گروه ژنتیک،. 2
 ایران یزد، دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی، دانشکده پیراپزشکی، گروه علوم و فنون، استادیار،. 3
 : 20/6/1400تاریخ تصویب :             9/4/1400تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            1/4/1400 تاریخ دریافت  
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 پژوهشی

از ترکیبــی شــامل  ااســتاندارد استئوســارکوم درمــان
 مبتلا مارانیب يبهبود زانیم درمانی است.جراحی و شیمی
 درصد برآورد 20تا  15 ازطریق جراحی، به استئوسارکوما

 یدرمــانیمیبا ش جراحی بی، اما در صورت ترکشودمی
درصــد افــزایش  70 بــاًیتقرتوانــد تــا میــزان بهبــودي مــی

 درصــد از 40مکــرر در درمــانیشــیمیمتأســفانه،  .)2(یابد
ه، اثــرات جــانبی شــرفتیپاي مبتلا به استئوسارکوم مارانبی

زده  نیتخمکند به طوري که بالایی در بیماران ایجاد می
مبــتلا بــه  مــارانیدرصــد ب 30تــر از کــمتنهــا شود که یم

 .)3(ابنــدییبهبود مدر نهایت  ،عودکننده استئوسارکوماي
چنــد  ایــ کیــدر برابــر  ممکن اســت یسرطان يهاسلول

از خود مقاومت نشان دهند که به آن  یدرمانیمیعامل ش
 multidrug resistanceمقاومــت چندگانــه دارویــی یــا 

)MDRدر  شــود. مقاومــت چندگانــه دارویــی) گفته مــی
استئوســارکوما از عوامــل مبــتلا بــه  مارانیب یدرمانیمیش

 نیو همچنــ یدرمــانیمیشــ تیموفقدر میزان که اصلی است 
ــم ــودي زانی ــارانیب بهب ــه  م ــتلا ب ــأث استئوســارکومامب  ریت
 MDRهاي مختلفی بــراي تاکنون مکانیسم .)4(گذاردیم

 توان به افزایشها میگزارش شده است، که از جمله آن
 ســمیمتابول شیافــزا قیــاز طردر بــدن  داروهــا یــیزداسم
، افزایش پمپ دارو بــه خــارج کاهش جذب داروها، آن

داخــل یافتــه افــزایش يهالیواکنش با نوکلئوفاز سلول، 
هــاي ســرطانی کــه از ســلول DNAافزایش ترمیم سلول، 

  .)5(طریق اثر دارو دچار آسیب شده، اشاره کرد
اي در گســترده قــاتی، تحقMDRبه منظور غلبه بــر 

نــوین دارورســانی  هايستمیس يبر روطی سالیان گذشته 
 هــاي. نانوحامــلســتمتمرکز شده ا مبتنی بر تکنولوژي نانو،

هاي متعددي نسبت به تجــویز داروي آزاد دارویی مزیت
ــه:  ــد، از جمل ــت از تخردارن ــمحافظ ــولانو، دار بی  یط

، افزایش حلالیت برخی در بدنگردش دارو زمان کردن 
 کنتــرلرهــایش هدفمند و  داروهاي آبگریز، دارورسانی

حفــظ  ينانوذرات براسطحی شده داروها توسط اصلاح 
تومور و به حــداکثر رســاندن محل لظت دارو در غتعادل 

دارو  همزمــان چنــد لیــامکــان تحوی دارو، اثرات درمان

افزایی در اثر داروها، افزایش جــذب همبه  یابیدست يبرا
 هاسامانهنانو. )6،7(سلولی از طریق اصلاح سطح نانوذرات

تومور،  در بافتد دارو به صورت هدفمنتجمع  با افزایش
 ســمیمکان. دهنــدمــیکــاهش  رای دارو دوز درمــانمیزان 

 شینانوذرات در بافــت تومــور افــزا تجمع شیافزای اصل
ي هاکه مولکولی است. در حال يو ماندگار يرینفوذپذ

 عبور کننــد یتوانند آزادانه از عروق هر بافتیکوچک م
 يگــرید ســمیمکان حرکت نانوذرات محــدودتر اســت. و

داروهــا را  تیتواننــد ســم یوســط آن نــانوذرات مــکــه ت
و انتقــال  زیآبگر داروهاي حملکاهش دهند ، مربوط به 

  .)8(استبه بافت هدف 
 پــذیري،تخریــبهاي نیوزومی به دلیل زیستنانوسامانه

بارگــذاري زایی، سمیت کــم، توانــایی عدم ایجاد ایمنی
 بــالا بــراي همزمان داروهاي آبگریز و آبدوست،کارایی

-بارگذاري دارو، توانایی اصلاح سطحی آسان و مقرون

هاي اخیر بیش از پیش مورد توجه صرفه بودن، در سالبه
هایی هســتند کــه از ها، وزیکولنیوزوم .)9(اندقرار گرفته

هــاي غیریــونی در محــیط آبــی خودتجمعی سورفکتانت
شوند و ســاختار دولایــه محصــوري را ایجــاد تشکیل می

توان از فضــاي بــین دولایــه جهــت کنند، بنابراین میمی
بارگذاري داروهاي آبگریز و از فضــاي محصــور داخــل 

 .)10(ره بردنیوزوم جهت بارگذاري داروهاي آبدوست به
طور کلی از دو ترکیب تشکیل هاي نیوزومی بهنانوسامانه

ــی ــیشــوند: ســورفکتانتم ــونی و افزودن ــاي غیری ــا، ه ه
هایی هستند که کلسترول و فسفولیپیدها از جمله افزودنی

ــوزوم ــرار مــیدر ســاخت نی ــد. هــا مــورد اســتفاده ق گیرن
کلسترول عمدتاً به عنوان پایدارکننده و استحکام ساختار 

  .)11(شودبه ترکیب نیوزوم اضافه می دولایه،
ق شــده از بربرین یک متابولیت ثانویــه گیــاهی مشــت

ــد  ــولیزوکوئیاآلکالوئی ــاقه،  نین ــه، س ــه در ریش ــت ک اس
پوست و ریزوم برخی گیاهان به خصوص گیاهان ســرده 

 يقــو دیــآلکالوئ کی نیبربر .)12(شودزرشک یافت می
خــواص اســت، از جملــه  یقابل توجه ییداروخواص با 

، یابتیــ، ضــد دی، ضدالتهابیدانیاکسی، آنتیکروبیضد م
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رغــم علــی .)13(و خواص ضد ســرطانیمحافظت از کبد 
ـــل توجـــه بربـــرین خـــواص هـــایی در محـــدودیت، قاب
جذب وجود دارد، به طوري که  نیبربر کینتیفارماکوک

 زیســتیبــوده و فراهمــی فیروده ضــع وارهیــتوسط دآن 
)Bioavailability(  آن پس از مصرف خــوراکی انــدك

ممکــن اســت  مصــرف خــوراکی آن نیهمچن .)14(است
 ی، نــاراحتیروده از جمله گرفتگــ یباعث عوارض جانب

 نیبا توجه به ا .)15(روده شود يوتایکروبیم تغییرمعده و 
بــه محــل بافــت هــدف بــه  نیبربردارورسانی ها، یژگیو

  است. زیچالش برانگ يطور جد
یــابی پژوهش حاضــر بــا هــدف ســاخت و مشخصــه

 نانوحامل نیوزومی جهت دارورسانی بربــرین بــه رده ســلولی
Saos-2  .به عنوان مدلی از استئوســارکوما انجــام گرفــت

 نیــوزومی اي مختلفهفرمولاسیون جهت انجام این موضوع،
هــاي غیــر یــونی مختلــف و کلســترول شامل سورفکتانت

 جهت ساخت نانوسامانه نیوزومی مورد ارزیابی قرار گرفــت
پروفایــل رهــایش دارو، و براساس کارایی بارگــذاري و 

 هــايیابیشد. پس از سایر مشخصه فرمولاسیون بهینه انتخاب
ــی ــارژ -فیزیک ــایز، ش ــد س ــیمیایی آن مانن ــطحی و ش س

ــامانه م ــلولی نانوس ــزان ســمیت س ــاهري می ــوژي ظ ورفول
به عنوان رده سلول  Saos-2نیوزومی بهینه در رده سلولی 

 سرطانی استئوسارکوما استفاده ارزیابی شد. همچنین براي
هــاي ســالم از رده مقایسه اثر سمیت آن نســبت بــه بافــت

  ) مورد بررسی قرار گرفت.HFFسلولی فیبروبلاستی نرمال (
  

  هاوشمواد و ر
، یشــــــگاهیآزما یمطالعــــــه تجربــــــ نیــــــدر ا

 ،Span40، Span60، Span80هاي غیر یونی (سورفکتانت
Tween60   و   Tween80،(    DSPE-mPEG (2000)، 

ــــــرین1MTTکلســــــترول، نمــــــک  ــــــد و ، برب   کلری
ــه دیالی ـــکیس    ) از شــرکتMWCO 12000 Daز (ـــ

)Sigma Aldrich, USA ،ــانول )، کلروفــورم، ایزوپروپ
)، محــیط کشــت Merck, Germanyنول از شــرکت (متا

                                                
1. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

DMEM high glucose ) از شــرکتGibco, USA ،(
)، PBS)، بــافر فســفات ســالین (FBSسرم جنین گــاوي (

ـــــی ـــــیآنت ـــــک پن ـــــیلینبیوتی ـــــین -س   استرپتومایس
)Pen-Strep, 10,000 U/mL-10 mg/mL و تریپســین (

EDTA ایده نوترکیب (ایــران) تهیــه و از شرکت زیست
ــد. همچنــین رده ســلولی اســتفا از بانــک  Saso-2ده ش

سلولی انستیتو پاســتور ایــران و رده ســلولی فیبروبلاســت 
 يولــوژیب قــاتیمرکــز تحق) از بانک ســلول HFFنرمال (

  ي (یزد، ایران) تهیه گردید.ادیبن يهاسلول
  

  ترسیم نمودار کالیبراسیون بربرین
 غلظت هاي مختلــف از بربــرین در ایزوپروپــانول و

ـــافر ـــال ب ـــفات س ـــت )PBS(نیفس ـــه روش رق ـــازي ب   س
  هــا در طــول سریالی تهیــه شــد. ســپس جــذب نــوري آن

ـــوج  ـــپکتروفتومتر  420م ـــتگاه اس ـــط دس ـــانومتر توس   ن
)CECIL 7250, Bio Aquarius, UKگیــري ) انــدازه

در نهایــت نمــودار کالیبراســیون و معادلــه خــط  .)16(شــد
به  Microsoft Excel 2013افزار بربرین با استفاده از نرم
  دست آمد و تعیین شد.

  
  سنتز نانوسامانه نیوزومی حاوي بربرین

 هــايترین روشپوشانی لایه نازك یکی از مرسومآب
در پــژوهش حاضــر  .)17(رودساخت نیوزوم به شمار مــی

نیز از این روش جهت ساخت نانوسامانه نیوزومی حاوي 
بربرین استفاده شد. بــه طــور خلاصــه، ابتــدا کلســترول و 

) بــا 1هاي غیریونی مختلف (جــدول شــماره سورفکتانت
) درصــد 75ســورفکتانت ( -د)درص 25نسبت کلسترول (

-لیتر کلروفورم حل شد تا ترکیب کلســترولمیلی 10در 
سورفکتانت حاصل شود. سپس داروي بربرین بــا نســبت 

  بــه محلــول قبلــی اضــافه شــد. پــس از ) 10(لیپید -)1(دارو
ــترول ــاوي کلس ــول ح ــدن، محل ــن ش ــت همگ -آن جه

) Heidolph, Germanyدارو در روتــاري (-ســورفکتانت
دقیقــه قــرار  30گــراد بــه مــدت درجه سانتی 40در دماي 

گرفت. سپس حــلال (کلروفــورم) از طریــق ایجــاد خــلأ 
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 پژوهشی

شــده حذف و لایه نازك تشکیل شد. لایه نازك تشکیل
ــدت  ــه م ــا  N2ســاعت تحــت گــاز  24ب ــت ت ــرار گرف   ق

 حلال به طــور کامــل حــذف گــردد. ســپس لایــه نــازك
) PBS, pH=7.4بافر فســفات (لیتر میلی 10با شده تشکیل
 دراتــهیه قهیدق 60مدت گراد بهیدرجه سانت 45ي در دما

 .دیــدســت آهبنیوزومی حاوي بربرین  ونیشد تا سوسپانس
ــدازه نیوزوم ــاهش ان ــراي ک ــکیل ب ــه و تش ــاي چندلای ه

ی پروبــ کیاولتراســونهاي کوچک تــک لایــه از نیوزوم
)UP200Ht, Hielscher, Germany وات،  60) بــا تــوان

ثانیــه خــاموش)  10ثانیــه روشــن و  15( دقیقه 30به مدت 
منظور جداسازي ذرات با اندازه استفاده شد. در نهایت به

 دســتنانومتر و همگن شــدن محلــول به 200تر از بزرگ
ــر سرســرنگی  ــا اســتفاده از فیلت  2/0آمــده، فیلتراســیون ب

  میکرون صورت گرفت.
  
هاي مختلــف بــراي ونیولاسفرمدرصد نسبت هاي  :1 شماره جدول

  هاي حاوي بربرین استفاده شده در مطاله حاضرساخت نانو سامانه
 

  فرمولاسیون
  نسبت 

 لیپید به دارو

  کلسترول
 )درصد(

Tween 60 
 (درصد)

Tween 80  
 (درصد)

Span 40  
 (درصد)

Span 60  
 (درصد)

Span 80  
 (درصد)

F1 10  25  75  0  0  0  0  
F2 10  25  0  75  0  0  0  
F3 10  25  0  0  75  0  0  
F4 10  25  0  0  0  75  0  
F5 10  25  0  0  0  0  75  

  
حذف داروي بارگذاري نشده و تعیین درصد بارگذاري 

 هاي نیوزومیدارو در نانوسامانه

ــق  ــده از طری ــذاري نش ــذف داروي آزاد و بارگ ح
طور خلاصــه محلــول نانوســامانه دیالیز صورت گرفت. به

کیســه دیــالیز بــه  سنتزشده به درون کیسه دیالیز ریختــه و
) در =4/7PBS, pHساعت درون محلول دیالیز ( 6مدت 
گراد قرار داده شد و محلــول دیــالیز درجه سانتی 4دماي 

ســاعت تعــویض گردیــد تــا داروي بارگــذاري  هر یــک
 حــذف داروي طورکامل حذف شود. پس ازنشده و آزاد به

آزاد، میــزان بارگــذاري دارو از طریــق تخریــب ســاختار 
ــوزومی ــذیرفت.  نی ــانول انجــام پ ــا اســتفاده از ایزوپروپ ب

بــا  10بــه  1منظور سوسپانسیون نیــوزومی بــا نســبت بدین
ایزوپروپانول مخلوط و به مــدت یــک ســاعت در دمــاي 

اتاق انکوبه شد. سپس جذب نوري محلول در طول موج 
گیري و نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه 420

نانوســامانه بــا اســتفاده معادلــه مقــدار داروي آزادشــده از 
خط نمودار استاندارد دارو در ایزوپروپــانول تعیــین شــد. 
در نهایت بــازده بارگــذاري دارو در نانوســامانه نیــوزومی 

  با استفاده از معادله زیر محاسبه گردید.
  

  
  

 هاي مختفبررسی رهایش داروي بربرین از فرمولاسیون
  هاي نیوزومینانوسامانه

 درجــه 37ساعت در دمــاي  72به مدت  PBSدیالیز در 
مطــابق بــا شــرایط فیزیولوژیــک  =4/7pH گراد و سانتی

بافـــت نرمـــال، جهـــت تعیـــین میـــزان رهـــایش دارو از 
هاي نیوزومی استفاده هاي مختلف نانوسامانهفرمولاسیون

هاي حاوي دارو، لیتر از نیوزوممیلی 10منظور، شد. بدین
لیتر از محلول دیالیز میلی 1داخل کیسه دیالیز ریخته شد. 

آوري و بلافاصــه بــا همــان هاي مشــخص، جمــعدر زمان
تازه جایگزین شــد. میــزان جــذب نــوري  PBSمیزان از 

نانومتر بــا اســتفاده از دســتگاه  420ها در طول موج نمونه
گیــري شــد و ســپس بــا اســتفاده از اسپکتروفتومتر اندازه

میزان رهــایش  ،PBSمنحنی استاندارد داروي بربرین در 
هاي مختلف، تعیین گردیــد. تجمعی دارو در مدت زمان

لازم به ذکر است که پــس از تعیــین فرمولاســیون بهینــه، 
رهایش دارو از نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیله عــلاوه بــر 

شــده فیزیولوژیــک ســازيشرایط فوق، در شــرایط شــبیه
گــراد) درجه ســانتی 42و دماي =pH 5/6بافت توموري (

  گیري و تعیین گردید.یز اندازهن
  

تعیین فرمولاسیون بهینه و سنتز نانوسامانه نهایی نیــوزومی 
  حاوي بربرین

انتخاب فرمولاســیون بهینــه جهــت ســنتز نانوســامانه 
 ترین میــزان بارگــذارينیوزومی حاوي بربرین براساس بیش

منظــور بهبــود و پروفایل رهایش انتخاب شــد. ســپس بــه 
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شـــیمیایی فرمولاســـیون بهینـــه  -هـــاي فیزیکـــیویژگی
نیوزومی حاصل (کارایی بارگذاري، پایداري و رهــایش 

 5پیوسته دارو)، بــه فرمولاســیون نیــوزومی بهینــه، میــزان 
اضافه و نانوســامانه بهینــه mPEG(2000)- DSPEدرصد 

  نیوزومی پگیله حاوي بربرین ساخته شد.
  

زتا تعیین اندازه نانو ذرات، ضریب پراکندگی و پتانسیل 
  نانو نیوزوم ها

ــاخص  ــطحی و ش ــارژ س ــدرودینامیک، ش ــر هی قط
ــدگی ( ــه از PDIپراکن ــوزومی پگیل ــه نی ــامانه بهین ) نانوس

و بــا اســتفاده  DLS)طریق تکنیک پراش دینامیکی نور (
 Zetasizer Nano ZS, Malvernزتاســایزر ( از دســتگاه

Panalytical, UK ،نمونــه ) تعیین گردیــد. بــدین منظــور
و بلافاصــله پــس از  هیته mg/ml 1/0ا غلظت بشده  قیرق

 90 هیــاتــاق بــا زاو ينــور پراکنــده در دمــاي، ســازآماده
  قرار گرفت. و مورد آنالیزداده شد  صیدرجه تشخ

  

  صویربرداري از نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیلهت
تصویربرداري بــا میکروســکوپ الکترونــی روبشــی 

)SEMــاهري ــوژي ظ ــکل و مورفول ــی ش ــت بررس  ) جه
نانوســامانه نیــوزومی مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. بــدین 

میکرولیتر از سوسپانســیون حــاوي نانوســامانه  10منظور، 
بهینه نیوزومی پگیلــه حــاوي بربــرین و نانوســامانه بــدون 

اي در اي ریختــه شــد. لام شیشــهدارو بــر روي لام شیشــه
 کها خشک شده و یــدماي محیط قرار داده شد تا نمونه

بــا  هــانمونــهگردد. سپس  لیتشکبر روي لام نازك  هیلا
شــد و  داربه منظور ایجاد رسانایی، پوشــشطلا  هیلا کی

ــ کروســکوپیبــا اســتفاده از م -FEG( یروبشــ یالکترون

SEM MIRA3 TESCAN, Czech Republic (
  تصویربرداري شد.

  

 اثر سمیت سلولی نانوسامانه نیوزومی حــاوي بربــرین یبررس
  MTTآزمون با استفاده از 

ــون  ــزان  MTTاز آزم ــابی و مقایســه می جهــت ارزی
ــوزومی  ــرین و نانوســامانه نی ــرم آزاد داروي برب ســمیت ف

ــر روي رده  ــرین ب ــاوي برب ــه ح ــلولپگیل و  Saos-2 یس
همچنین میــزان ســمیت نانوســامانه نیــوزومی پگیلــه فاقــد 

و رده ســلولی فیبروبلاســت  Saos-2 یســلولدارو در رده 
هاي مــذکور در محــیط سلول .)، استفاده شدHFF( نرمال

درصــد  1و  FBSدرصــد  10بــه همــراه  DMEMکشــت 
Pen-Strep  5، گــرادیدرجــه ســانت 37(در انکوبــاتور بــا 

درصــد رطوبــت) کشــت داده شــدند.  95و  CO2درصد 
 ســلول 410 ها با تــراکم، سلولMTTجهت انجام آزمون 

بــه مــدت و  کشت داده شدخانه  96 تیپل در هر چاهک
 ها به کــف پلیــت بچســبند.تا سلولکوبه گردید انساعت  24

کشــت تــازه  طیاز محــ یکســانیها بــا حجــم سپس سلول
هــاي (گروه کنترل)، محیط کشت تازه به همــراه غلظــت

ــامانه بهینــه نانومختلــف  ــه بــدون دارو وزمیــنس ی پگیل
)Blank-Nio ،(ــه نانو ــنســامانه بهین ــه وزمی ــاوی پگیل  يح

ــرین ( ــرینو  )Nio-Berبرب ــروه Free-Ber( آزاد برب ) (گ
 مــاریســاعت ت 48مــدت به ییچهارتا يدر تکرارهاتیمار) و 

 MTTاز محلــول  تــریکرولیم 10 زانیمپس از آن،  شدند.
 4پــس از و  دشــ هــا اضــافهبه چاهک mg/ml5 با غلظت

هــا کــاملاً دور ریختــه ساعت انکوباسیون، محیط چاهک
. شــداضــافه هرچاهــک به  DMSO میکرولیتر 100 شد و
استفاده از  اب nm 570موج در طول يتها، جذب نوردر ان

 يریگاندازه) ELx800, Biotek, USA( ریدرمیکروپلیت
ــا اســتفاده از معادلــه ذیــل ســلول یمانو درصــد زنــده ها ب

  :محاسبه شد
  

  
  

  تجزیه و تحلیل آماري
منظــور بررســی آمــاري نتــایج از نــرم افـــزار  بــه

Graphpad Prism  آزمون 1/9ورژن ،ANOVA دوطرفه 
اســتفاده شــد و ســطوح  Tukeyو آزمون مقایسه میانگین 
محاسبه و گزارش شد.  >05/0Pمعناداري نتایج برحسب 

بــراین، رگرســیون غیرخطــی جهــت تعیــین میــزان علاوه
IC50 .مورد استفاده قرار گرفت  
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 پژوهشی

  ملاحظات اخلاقی
پروپوزال این تحقیق توسط دانشگاه علوم پزشکی و 

قی یزد تایید شده است (کــد خدمات درمانی شهید صدو
  ).IR.SSU.MEDICINE.REC.1400.086اخلاق 

  

  یافته ها
  مناسب یومنیوز ونیفرمولاس انتخاب

ـــایش دارو، از  ـــل ره ـــذاري و پروفای ـــزان بارگ می
 هــاي دارورســانیهاي کاربردي نــانو حاملترین جنبهاساسی

هــاي شود. در مطالعه حاضر نیز فرمولاســیونمحسوب می
دســت آوردن فرمولاســیون بهینــه میــزان هور بمختلف به منظ

ــدول  ــدند (ج ــایش دارو بررســی ش ــذاري و ره ــازده بارگ   ب
 F1دســت آمــده، فرمولاســیون ). براساس نتــایج بــه2شماره 

ــاوي  ــد)Tween 60 )75ح ــترول (- درص ــد) 25کلس درص
ســاعت را  72ترین میزان بارگذاري و رهایش در مدت بیش

 یون میــزان بــارگیري دارواز خود نشان داد. در این فرمولاســ
 72درصد و رهــایش تجمعــی دارو درمــدت زمــان  6/74

  تعیین شد. درصد 6/75ساعت 
  

در  )Rدارو(% شیو رها )EEدارو (% بارگیريبازده  :2 شماره جدول
  بربرین. يدارو يحاو مختلف نیوزومی هاينویفرمولاس

 

  بارگیري دارو (%) فرمولاسیون
  رهایشدرصد 

 ساعت) 8(

  درصد رهایش
 ساعت) 24(

  درصد رهایش
 ساعت) 48(

  درصد رهایش
 ساعت) 72(

F1 6/74  5/31  9/46  5/61  6/75  
F2 4/38  6/11  1/26  8/43  8/56  
F3 5/65  12  2/25  7/37  1/49  
F4 3/68  2/13  6/27  7/42  1/56  
F5 9/43  6/15  9/30  8/45  60  

  
 (PEG) لکــویگللنیاتــیپلــ يبا توجه بــه اثرگــذار

در  ،داروییهاي نانو حامل يداریعمر و پا مهیبرافزایش ن
 -یکــیفیز هايژگییمنظور بهبود وبهپژوهش حاضر نیز 

ــیمیا ــوزومی ییش ــامانه نی ــارا( نانوس ــدازه ذرات، ک  ییان
ــا ــارگیري، ره ــلول شیب ــه س ــود ورود ب ــه  )دارو و بهب ب

بــه فــرم  PEG درصــد 5 زانیــم) F1( فرمولاســیون بهینــه
DSPE-mPEG(2000) اضافه گردیــد و فرمولاســیون بهینــه 

) حاصــل شــد. در ادامــه، نتــایج F6شــده (نیوزومی پگیله

نشان داد کــه فرمولاســیون بهینــه نیــوزومی پگیلــه داراي 
  درصد است. 34/79کارایی بارگذاري دارو به میزان 

  
 نیوزومی بهینه نانوسامانهاز بربرین  ويدار شیرهاپروفایل 

  )in vivo( تنبرون طیدر محپگیله 
 ازي بربــرین دارو شیرهــامنظور بررسی پروفایل به

نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیلــه در هــر دو بافــت ســالم و 
ســازي هــا شــبیهتوموري، شرایط فیزیولوژیک این بافــت

 گــراددرجه ســانتی 37 يدماو  =4/7pHشد. بر همین اساس 
 دگرایدرجه سانت 42و دماي  =5/6pH براي بافت سالم و

براي بافت توموري در نظر گرفته شد و الگــوي رهــایش 
دست در هر دو محیط مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج به

آمده نشان دادکه میزان رهــایش دارو از نانوســامانه ابتــدا 
ســاعت  8طوري کــه در افتد بهبه صورت سریع اتفاق می

سازي شده توموري، بــیش از نیمــی اول، در شرایط شبیه
) از نانوســامانه درصــد 7/54بارگــذاري شــده (ي از دارو

ــد و  آزاد شــد. پــس از آن رهــایش دارو بــه صــورت کن
تــرین میــزان ساعت ادامــه پیــداکرد و بــیش 72پیوسته تا 

 98/72ســاعت و میــزان  72رهایش دارو در مدت زمــان 
شد. علاوه بر این، پروفایــل رهــایش گیري درصد اندازه

ســازي شــده نرمــال، بیهدارو از نانوســامانه در شــرایط شــ
 8درصد در  20/51توموري بود ( تر از شرایطاندکی کم
ــاعت و  ــد79/66س ــاکی از  72در  درص ــه ح ــاعت) ک س

اســتفاده در هــر دو شــرایط قابلیت این نانوســامانه جهــت 
  ).1شماره  نمودارمذکور است (

  

  
  

از نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیله  بربرین شیرها :1شماره  نمودار
  )F6مولاسیون (فر
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  اندازه شاخص پراکندگی ذرات و پتانسیل زتا
ــه  ــوزومی پگیل ــه نی ــایج، نانوســامانه بهین براســاس نت

ــانگین ســایز  ــرین می ــانومتر و  3/127حــاوي داروي برب ن
میــزان شــاخص  میلی ولت داشت و -31/9شارژ سطحی 

 نمــوداربود. ایــن نتــایج در  PDI (116/0آن ( پراکندگی
و شــارژ ســطحی) قابــل  PDIایز، (بــه ترتیــب ســ 2شماره 

  مشاهده است.
  

  
  

) PDI، شاخص پراکندگی(دستگاه زتاسایزر: سایزنتایج  : 1شماره نمودار
  بربرین. يحاو بهینه نیوزومی پگیله سامانهنانو یسطحو شارژ 
  

 لــهیپگ ي نانوســامانه بهینــه نیــوزومیشــکل ظــاهر یبررس
ــرین  يحــاو ــا اســتفبرب ــ کروســکوپیاده از مب  یالکترون
  )SEM(ی روبش

ــه تصــویر ــا توجــه ب ــوزومی  ســامانهنانو ب ــه نی   بهین
ــرین حاصــل از میکروســکوپ  يدارو يحــاو پگیلــه برب

هــا ســامانه)، فــرم نانو1شــماره  تصــویرالکترونی روبشی (
ــوده ووکــرو یکــولیوز صــاف و  هــاکولیســطح وز ي ب

دهــد یعلاوه براین، ایــن تصــویر نشــان مــ .هموار هستند
هاي تولید شده از نظــر انــدازه وشــکل، توزیــع نانوسامانه

  همگنی دارند.
  

  MTTآزمایش سمیت سلولی به روش 
نتایج حاصل از بررسی سمت ســلولی بــا اســتفاده از 

نشان داد که نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیله  MTTآزمون 
) و HFFفاقد دارو، چه در رده سلولی فیبروبلاست نرمال (

ــلSaos-2ده ســلولی چــه در ر ــر ســمیت قاب ــوجهی ، اث ت
نانوسامانه نیوزومی فاقد دارو  IC50طوري که نداشت، به

 327/1و  689/1به ترتیب  HFFو  Saos-2در رده سلولی 
لیتر تعیین شد و حداکثر غلظتی کــه از گرم در میلیمیلی

این نانوسامانه در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت، 
 10لیتر بــوده کــه بــیش از کروگرم در میلیمی 100مقدار 

شــماره  نمودارآن بوده است ( IC50تر از میزان برابر کم
ب). علاوه بر این، نتایج نشان داد هم فــرم  -3الف و  -3

آزاد داروي بربرین و هم نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیلــه 
اثر سمیت دارند، با  Saos-2حاوي بربرین در رده سلولی 

که نانوسامانه نیوزومی حاوي بربرین در حدود  این تفاوت
تري نسبت به فــرم آزاد بربــرین برابر اثر سمیت بیش 7/1

براي فــرم آزاد بربــرین در  IC50=85.83 µg/mlداشت (
 نمــودار( بــراي فــرم نیــوزومی) IC50=50.3 µg/mlبرابر 

هاي مختلف د). مقایسه آماري غلظت -3ج و  -3شماره 
ه نیوزومی حاوي آن نشــان ـنانوسامان ن وـرم آزاد بربریـف

هــاي هاي مورد اســتفاده، نانوســامانهداد در تمامی غلظت
داري اثــر ســمیت طــور معنــینیوزومی حاوي بربــرین بــه

) P <05/0تــري نســبت بــه فــرم آزاد دارو داشــتند (بــیش
  ).4شماره  نمودار
  

  
  

از  (SEM)تصویرمیکروســکوپ الکترونــی روبشــی  :1تصویر شماره 
  بربرین يحاو بهینه نیوزومی پگیله سامانهونان
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، ب: اثر سمیت و  Saos-2نانوسامانه نیوزومی فاقد دارو بر رده سلولی  IC50. الف: اثر سمیت و میزان MTTنتایج حاصل از آزمون  : 4 شمارهنمودار 
د: اثر سمیت و  ، Saos-2بربرین آزاد بر رده سلولی  IC50میزان  ج: اثر سمیت و،  HFFنانوسامانه نیوزومی فاقد دارو در رده سلولی  IC50میزان 
 .Saos-2نانوسامانه نیوزومی حاوي بربرین  بر رده سلولی  IC50میزان 

  

  
  

نمودارمقایسه اثر سمیت فرم آزاد داروي بربرین،  :5شماره نمودار 
 سلولیفرم نیوزومی آن و نانوسامانه نیوزومی پگیله فاقد دارو در رده 

Saos-2 نتایج حاصل از آزمون .ANOVA دو طرفه و مقایسه میانگین 
Tukey ها، اثر سمیت در فرم نیوزومی نشان داد که در تمامی غلظت

   داري بیش از فرم آزاد آن بوده است.یطور معنداروي بربرین به
)*: 05/0< P،     ** : 01/0< P،     *** : 0001/0< P(.  

  

  بحث
ــدر م ــروش انی ــان ياه ــجد یدرم ــاندی ــاي، درم  ه

 يهــاياســتراتژ يراه را برا ،نانو يبر فناور یضدسرطان مبتن
ویــژه اسئوســارکوما بهدرمان سرطان و در  دیهدفمند جد

 هــاي ثانویــهاز طرف دیگر متابولیــت .)18(هموار کرده است
از  شی، بــی که دارندقابل توجه ییایمی، با تنوع شگیاهی

ضــد خــواص طــور گســترده از نظــر بــهاست کــه قرن مین
بربرین به عنوان  .)19(اندقرار گرفته یمورد بررس یسرطان

خواص یک آلکالوئید یکی از این مواد است که امروزه 
ر همــین ب .)20(خوبی به اثبات رسیده استضدسرطانی آن به

هــاي نیــوزومی از نانوســامانهحاضــر، پــژوهش در  اساس
به عنوان  Saos-2جهت دارورسانی بربرین به رده سلولی 

مدلی از استئوســارکوما اســتفاده شــد. تــاکنون مطالعــات 
هاي ســرطانی بــا اي در زمینه دارورسانی به سلولگسترده

هــاي می بــه دلیــل ویژگــیوزوینهاي استفاده از نانوسامانه
امــا بــراي  فردي که دارند، صورت گرفته استحصربهمن

هــا اولین بار در این پژوهش به مقایسه انواع ســورفکتانت
در میزان لود و رهــایش بربــرین پرداختــه و فرمولاســیون 

  .)16–19(ها انتخاب گردیدبهینه از میان انواع فرمولاسیون
ــه بررســی و  Awate 2000در ســال  و همکــارانش ب

یون نیوزومی بربرین پرداختنــد. در ایــن ارزیابی فرمولاس
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 هــايهایی بــا نســبتتحقیق با روش فیلم نازك فرمولاسیون
و کلسترول را ساخته و میزان لــود و  Span60مختلف از 
فرمولاســیون نســبت  انــد.ها را بررســی کــردهرهایش آن

Span60 )75 ) درصـــد) داراي  25درصـــد)و کلســـترول
که به عنــوان فرمــول  لود و رهایش بوده ترین میزانبیش

  .)21(بهینه انتخاب شد
و همکــارانش  Manosroiکــه توســط اي در مطالعــه

انجام شد اثر وجود کلســترول در فرمولاســیون نیــوزومی 
بررســی کردنــد. نتــایج نشــان داد کــه  Tween 60حاوي 

کارایی بارگذاري دارو تحت تاثیر طــول زنجیــره الکیــل 
سورفکتانت غیر یونی و مقــدار کلســترول بــه کــار بــرده 

بدون حضــور  Tween 60. استها شده در تهیه وزیکول
کلسترول امکان تشکیل نیوزوم را ندارد و با اضافه کردن 

دارو تشــکیل  کلسترول، نیــوزوم بــا حــداکثر بارگــذاري
شود. به علاوه مشخص شد که سورفکتانت غیر یونی می

کــارایی  Tween 60کربنــه ماننــد  18بــا زنجیــره آلکیــل 
ا بــ بارگذاري بالاتري نســبت بــه ســورفکتانت غیــر یــونی

 دارد. ســورفکتانت Tween20 کربنه مانند 12زنجیره آلکیل 
) 30:70با کلسترول با نسبت مــولی ( Tween 60غیریونی 

 .)22(داشــتند ترین میزان کارایی بارگــذاري دارو رابیش
هــاي مختلفــی جهــت ســاخت ونیفرمولاســمنظــور، بدین

-درصــد) 25نسبت کلسترول ( هاي نیوزومی بانانوسامانه
در  گفــت.رمــورد ارزیــابی قرا درصــد) 75ســورفکتانت (

)، 1(فرمــول Tween 60هــاي همــین راســتا ســورفکتانت
Tween 80 2(فرمول ،(Span 40  فرمــول)3 ،(Span 60 

 مورد استفاده قرار گرفــت. )5(فرمول  Span 80)، 4(فرمول 
هــاي نتایج نشان داد میزان بارگــذاري دارو در نانوســامانه

) از میــزان Span 60 ،C18( 4شده با فرمولاسیون  ساخته
) بــیش Span 40 ،C16( 3باگذاري دارو در فرمولاسیون 

تر بوده است. این نتیجه همراستا با سایر مطالعــات اســت 
هاي غیریونی، با افزایش اند در سورفکتانتکه نشان داده

ــزایش  ــز اف ــذاري دارو نی ــزان بارگ ــی، می ــره آلکیل زنجی
ــدمــی طــور کلــی چنــدعامل در خصوصــیات بــه .)23(یاب

ها ترین آنها تأثیر دارند که مهمفیزیکی شیمیایی نیوزوم

هــا، طــول و عبارتند از اندازه سر هیدروفیل ســورفکتانت
 -تعــادل لیپــوفیلیهــا و نوع زنجیــره جــانبی ســورفکتانت

معمولاً افــزایش طــول زنجیــره  .)2HLB( )10هیدروفیلی (
. جانبی با افزایش میزان بارگذاري دارو در ارتباط اســت

 يهــارهیــبــا زنج یونیــریغ يهــاسورفکتانتبه طور مثال، 
کــه  یونیــریغ يهــا) نسبت به ســورفکتانتC18( لیاستر
 بارگــذاري) هســتند، بــازده C12( لاستری يهارهیزنج يدارا

با ایــن وجــود نتــایج  .)24(دهندینشان م يترشیبداروي 
مطالعــه حاضــر نشــان داد نانوســامانه نیــوزومی حاصــل از 

Span 80  با وجود دارا بــودن زنجیــره جــانبی 5(فرمول (
و  Span 60تري نسبت بــه تر، میزان بارگذاري کمطویل

Span 40) نشان داد ،Span60>Span40>Span80 این .(
گــروه اشــباع  Span 80د که تواند به این دلیل باشامر می

 از طــرف دیگــر، نانوســامانه .)25(نشده در ساختار خــود دارد
، با وجود طــول زنجیــره جــانبی Tween 60شده با ساخته

تــري نســبت بــه )، میــزان بارگــذاري بــیشC18یکســان (
Tween 80 ) ــت ــهTween60>Tween80داش ــر )، ب نظ

غیراشــباع در گــروه وجــود رسد علــت ایــن موضــوع می
  باشــــد کــــه  Tween 80ســــاختار زنجیــــره جــــانبی 

ـــــداري  ـــــاهش پای ـــــدگی در آن و ک ـــــب خمی   موج
  طـــور کلـــی بـــه .)11(شـــودشـــده مـــی نیـــوزوم ســـاخته

ــیون ــذاري دارو در فرمولاس ــزان بارگ ــف می ــاي مختل   ه
ــیش ــان داد ب ــام نش ــین تم ــذاري در ب ــزان بارگ ــرین می ت

ـــه نانوســـامانه ـــوط ب   هـــاي حاصـــل از فرمولاســـیون مرب
Tween 60 تــرین میــزان آن مربــوط بــه ) و کــم1(فرمول
ــاي حاصــل از نانوســامانه ــول Tween 80ه ــود 2(فرم ) ب

)Tween60>Span60>Span40>Span80>Tween80(
ــه F1 )Tween60:Cholبنــابراین نتــایج، فرمولاســیون  ) ب

کردن عنوان فرمولاسیون بهینه انتخاب شد و جهت پگیله
ــه  درصــد 5آن،   DSPE-mPEG(2000)فســفولیپید پگیل

هــا بــه طــور بــه نانوســامانه PEGاضافه شد. اضافه کــردن 
از سیســتم ایمنــی شــدن نانوســامانه موجــب مخفــی کلی،

 دهــد،میرا کاهش ها آنکلیوي شده و پاکسازي  یزبانم
                                                
1. Hydrophilic–Lipophilic Balance 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

26
 ]

 

                            10 / 13

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17031-en.html


     
  و همکاران انیمحمد جواد پورمحمود     

  35       1400، آبان  202دوره سی و یکم، شماره          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                         

 پژوهشی

ــابراین ن ــ عمرمــهیبن ــرشیب ــرایط دروني را ت    تــندر ش
)in vivo( به همراه خواهد داشت)براین پگیلهعلاوه .)26 

 نیوزوم موجب کاهش شاخص پراکندگی همچنین شدن
صــورت بهنانوســامانه و تجمــع احتمال رســوب  شود ومی

  .)27(دهدکاهش می را توده
مهم مشخصه دو  ها،شارژ سطحی آناندازه ذرات و 

 دو پــارامتر در نیــهستند و اثر ا یکولیوز يهاستمیدر س
هــا و جــذب پــذیري از رگي، تــراوشداریــپا افــزایش

  .)28(شناخته شده است یبه خوب سلولی
در مطالعه حاضر، نانوســامانه بهینــه نیــوزومی پگیلــه 

ــایز  ــانگین س ــرین می ــاوي داروي برب ــانومتر و 3/127ح   ن
میلی ولت داشت و میــزان شــاخص  -31/9شارژ سطحی 

ـــدگی آن ( ـــا  PDI (116/0پراکن ـــود، کـــه همراســـتا ب ب
پیشین است و همچنین اندازه مطلوبی محســوب  مطالعات

ــی ــودم ــه )17،29،30(ش ــه ب ــر طور خلاص ــه حاض در مطالع
ــه فرمولاســیون ــوز بهین ــول ومینی ــه (فرم ــاوي  )6پگیل ح
Tween 60 )25/71(کلسترول -درصد )درصد) 75/23- 

ـــه  ـــفولیپید پگیل ـــد)  DSPE-mPEG(2000) )5فس درص
ــوبیداراي ویژگــی ــاي مطل ــه ه ــک،  ســایز ازجمل کوچ

ــده  ــرل ش ــایش کنت ــازده و داروره ــگدرون ب ــالا  يری   ب

چــه ذکــر شــد، نتــایج بررســی ســمیت بود. علاوه بــر آن
ـــا اســـتفاده از آزمـــون    نشـــان داد کـــه  MTTســـلولی ب

طور قابــل نانوسامانه بهینه نیوزومی پگیله حاوي بربرین به
توجهی در افزایش سمیت داروي بربرین در عین کاهش 
غلظــت داروي مــورد اســتفاده، مــؤثر عمــل کــرده اســت 

 7/1انه حــاوي دارو در حــدود نانوسام IC50طوري که به
ــر از مقــدار برابــر بــیش دارو بــود، در حــالی کــه  IC50ت

ــل ــد دارو ســمیت قاب ــه در رده نانوســامانه فاق ــوجهی چ ت
 HFFو چه در رده سلولی نرمال  Saos-2سلولی سرطانی 

ــا اســتناد بــه نتــا ،دیگرعبارتبــهنداشــت.  حاصــل از  جیب
وســامانه رســد ناننظــر مــیبــه یســلول هــاي ســمیتآزمون

دوز مؤثر دارو را کم  این پژوهش توانسته ساخته شده در
آن را  یدرمــانیــی و حــال، خــواص دارو نیو در عــکند 

  بهبود ببخشد.
  

  سپاسگزاري
از مرکز تحقیقات زیست فناوري پردیس بین الملل 
دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی یــزد و از اســاتید و 

مندي بهره مسئولین محترم این مرکز در خصوص تسهیل
  گردد.میاز فضاي آزمایشگاهی و دستگاهی تشکر 
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