
145 145/

هاي نوین در علوم زیستییافته
)1399(152الی 145، صفحات 2، شماره 7جلد 

انتشارات دانشگاه خوارزمی

Nova BiologicaReperta 7(2): 145-152 (2020)
Print ISSN: 2423-6330/Online ISSN: 2476-7115
https://nbr.khu.ac.ir; Kharazmi University Press; DOI: 10.29252/nbr.7.2.145

دناسبز با شیمی سنتز شده به روش اکسید روياتبررسی اثر نانوذر
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گونه مواد هیچ،یند واکنشاو در انجام فربودهسازگاري با محیط زیستکه دارايپودر قهوه هعصارروي سنتزشده با ذرات اکسیداین مطالعه از نانودر.چکیده
،هاي مختلف طیف سنجی مرئی فرابنفشس گوساله با استفاده از روشوتیمDNAنانوذرات اکسید روي با . تعاملاستفاده شده است، کندسمی و مضري تولید نمی

شدت ،انوذرات اکسید رويننشان داد که با افزایش غلظتهاي طیف سنجی مرئی فرابنفش دادهگرفت.بررسی قرار موردفلورسانس و تکنیک دورنگ نمایی حلقوي 
فلورسانس اتیدیوم بروماید نشان داد نشر . انجام شداتاق و فیزیولوژیکدماي در سنتزسبز ذرات اکسید روي ابد و این افزایش در نانوینیز افزایش میDNAجذب

هاي دورنگ نمایی حلقوي نشان داد همچنین داده. استDNAذره به ساختار ورود نانوهدهندیابد که نشانوذره اکسید روي شدت نشر کاهش میکه با افزایش نان
ایجاد تغییر در ساختار سببو دهمتصل شDNAتواند به میسبز اکسید روي سنتزذره نانوشود.میDNAدر يروي سنتزشده باعث تغییر ساختارکه اکسید

DNAشودذره اکسید روي شیمیایی تواند جایگزین نانوشود که می.

فلورسانس،غده تیموس گوساله،پودر قهوههعصار، فرابنفشیمرئیسنجفیط، اسیدریبونوکلئیککسیايد.هاي کلیديواژه

The investigation of the effects of synthesized Zinc oxide nanoparticles
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Abstract. In this study, the extract of coffee powder was used to synthesize the zinc oxide nanoparticles due to the
compatibility of the method with the environment and the absence of any toxic substance as the byproduct of the reaction.
Then, the interaction of zinc oxide nanoparticles with calf thymus DNA was investigated by various spectroscopic
methods such as UV-Visible, fluorescence and circular dichroism (CD) techniques. UV-Visible data showed that zinc
oxide nanoparticles induced denaturation in DNA in a dose-dependent manner at both the room and physiologic
temperatures. The results of extrinsic fluorescence emission of ethidium bromide (EB) also showed that the increase of
the zinc oxide nanoparticles concentrations led to the decrease of the emission intensity of EB. This may be the
consequence of the intercalation of the nanoparticles into the DNA structure. Also, CD data showed that the synthesized
zinc oxide caused structural changes in the DNA. According to the results, it can be concluded that zinc oxide
nanoparticles can bind with DNA and induce some structural changes in the DNA structure.
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جهت بیولوژیکی راهايپذیري تستانعطافسرعت و،حساسیت
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al., در اکسید رويسنتز سبزهاي روشیرو جایگزین. ازاین)2007
و تولید مواد سمی بودهمقایسه با روش شیمیایی بسیار کم هزینه

Calvert(ابدیو خطرناك بسیار کاهش می et al., در )2006
صنایع بهداشتی و ،صنایع داروسازيها از جمله بسیاري از حوزه

ذرات اکسید روي سنتز سبز از نانوخودروسازي ،پزشکی،آرایشی
Sharma(شوداستفاده می et al., اکنون سنتزسبز هم.)2007

،هاباکتري،هااکسید روي با استفاده از میکروارگانیسماتذرنانو
استشدهامکان پذیرهاي گیاهی کاملاً عصارهها و آنزیم،هاقارچ

)Sangeetha et al., اکسیداتذر). اهمیت مطالعه اثر نانو2011
هاي سرطانی مورد استفاده و سبز براي درمان بیماريروي سنتز

توان نانوذرات اکسید روي میآزمایش قرار گرفت و درواقع
Singh(کردها استفاده ز را براي بهبودي بعضی از بیماريسبسنتز

et al., 2011; Yanget al., 2016; Sun et al., در حال ). 2005
بیوسنتز براي پودر قهوه هعصارگیاهان مانند هعصارازحاضر 

Thanuja(شوداستفاده میاکسید روي اتذرنانو et al., 2014;

Wahab et al., ،نظر گرفتن مطالب گفته شدها در ب.)2010
اکسید روي اتذرنانوبررسی اثرهدف ازانجام این آزمایش 

استفاده از غده .استغده تیموس گوساله DNAسنتزسبز بر 
نسبت به DNAتیموس گوساله به علت دارا بودن میزان بالاي 

را بر روي اتذررا براي ما فراهم کرد تا اثرنانوپروتئین این امکان 
DNA.خالص بررسی کنیم

هاموادوروش
به صورت آماده از شرکت نانو صنعتی ذرات اکسید روينانو

1با اکسید روياتذردر نانوگرم از پومیلی5.اصفهان تهیه شد
محلول بافر تریس ترکیب و در یخچال نگهداري شد. لیترمیلی

DNAشرکتاز غده تیموسSIGMAگرم میلی4.شدخریداري
4/7pHمولار با 1/0لیتر بافر تریسمیلی1با لیوفیلیزهDNAاز

,Stephenson(و در یخچال نگهداري شد ترکیب 2010.(
UV-Visاسپکتروسکوپی 

ضافه شدن هر سه دقیقه در مقابل اDNAتغییرات طیف جذبی 
25اکسید روي در دو دماي اتذرهاي متفاوت از نانویکبار غلظت

در 4/7pHمولار با 1/0گراد در بافر تریس سانتیهدرج37و 
-uvتوسط دستگاهنانومتر 600تا 200محدوده طول موج 

visibleمدلCT8200)echromtech, Taiwan(تحت
ΔGارزیابی پارامترهاي ترمودینامیکبه منظور بررسی قرار گرفت. 

هاي در حضور غلظتDNAتغییرات جذب غلظت ثابتی از ،mTو
هدرج0-95اکسید روي در حد فاصل دمایی اتذرنانومختلف 

شدسم ثبت و نمودار آن رpaceتحلیلبا کمک گرادسانتی
)Green et al., 1974(.

اسپکتروسکوپی فلورسانس 
میلی 4با غلظت DNAتغییرات طیف نشري اتیدیوم بروماید 

اتیدیوم میکرومولار از محلول 2لیتر با اضافه کردن گرم بر میلی
با نشرتغییرات بروماید بررسی شد. سپس هر سه دقیقه یکبار

مولار 1/0اکسید روي در بافر تریس اتهاي متفاوت نانو ذرغلظت
هدرج37و 25ومتر در دو دماي نان620در طول موج 4/7pHبا 

BioVARIANدستگاهگراد توسط سانتی Carry Eclipse
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)Agilent, United State( ت از در طول انجام آزمایشاشد.ثبت
متر استفاده شد.کوت کوارتز با عرض یک سانتی

CDاسپکتروسکوپی 
DNAهاي مختلف نانو لیتر با غلظتگرم در میلیمیلی4غلظت با

200محدوده طول موج درCDطیفسپس ،روي انکوبه شداتذر
Near(نانومتر320تا UV وFar UV ( با استفاده از کوت کوارتز با

هدرج25عرض یک سانتی متر و تحت جریان مداوم گاز ازت و دماي 
215گراد با کمک دستگاه سانتی AVIVانجام شد .

نتایج 
با افزایش فرابفش نشان داد-طیف سنجی مرئینتایج حاصل از

میکرومولار) شدت 120-0(در محلولاترغلظت نانوذ
ارزیابی به منظور. )1(شکلافزایش یافته استنیزDNAجذب

DNAهاي تعادلی فرضی، انرژي آزاد باز شدنگیريکیفیت اندازه

(unfolding)تحلیلبا استفاده ازPace.مقدار تخمین زده شد ∆GO2Hانرژي آزاد گیبس دناتوراسیون)DNAهدرج37و25در
درحضور DNAگراد) براي حالت طبیعی و دناتوره شدنسانتی

مقدار . آمدبه دستدناتوراسیون گرمایی نانوذرات اکسیدروي  ΔG°گراد سانتیهدرج25اکسید روي در دمايات براي نانوذر
(KJ/mol)22/5گراد سانتیهدرج37دما ي و در(KJ/mol)

گراد سانتیهدرج25در دماي DNAبنابراین است7/7
به دستبراي ).2است (شکلترمثبت°ΔGپایدارتراست زیرا 

کش نانوذرات اکسید تر در خصوص میانآوردن اطلاعات بیش
منحنی استفاده شد.از روش دناتوراسیون حرارتیDNAروي با 
نشان داده شده است. 3شکلدر حضور نانوذرات در DNAدمایی 

mT مربوط بهDNA60اکسید روي با غلظتاتبراي نانوذر
بررسی طیف .استگرادسانتیدرجه 1/85مقدارمیکرومولار 

37و 25نشري فلورسانس همانند مطالعات جذبی در هر دو دماي 
گرادسانتیهدرج25در دماي صورت گرفت.گرادسانتیهدرج

، 39، 34، 29، 24، 19، 14، 9، 6، 3(با افزایش غلظتهدرج37و
–اتیدیوم اکسیدروي شدت فلورسانساتنانوذرمیکرومولار)44

DNA،کاهش شدت نشر اتیدیوم .ابدیکاهش می–DNA در اثر
اکسید روي در اتسه دقیقه یکبار محلول نانوذرکردن هرتیتر

داده نشان 4نانومتر در شکل620طول موج ماکزیمم شدت نشر 
37گراد و دماي سانتیهدرج25هاي نشري در دماي طیفشد.
بازده .نشان داده شده است5شکل درگرادسانتیهدرج

توان را میبرماید توسط نانوذرات اکسیدروي-کوئیچینگ اتیدیوم 
برابر 0F. دست آورده بsvVolmer (K–Stern(توسط ثابت

در غیاب نانوذرات اکسیدروي –DNAبرماید-شدت نشر اتیدیوم 
هاي غلظتدرحضور–DNAبرمایدشدت نشر اتیدیوم برابرFو

نانوذرات اکسید روي براي.استروينانوذرات اکسیدمتفاوت از
به 6شکلمطابق گرادسانتی37گراد وسانتیهدرج25دماي در

هدرج25براي نانوذرات اکسید روي در دماي svK.آمددست
و براي نانوذرات اکسید روي در دماي M5637/5-1گرادسانتی

محاسبه پارامتر لگاریتم اتصال آمد. به دستM48/12-1هدرج37
Log=Logبا کمک فرمولDNAنانوذرات اکسید روي به  [ ]

+ n LogAK شدمحاسبه.KA برابر ثابت اتصالn تعداد
لظت مشخصی از غ[Q]واستDNAجایگاه اتصال نانوذرات به 

آمده براي نانوذرات در به دستAK. استنانوذرات اکسید روي 
هدرج37دردماي و M601/1-1گراد برابر سانتیهدرج25دماي 
.)7شکل (استM345/2-1گراد برابرسانتی

مفید براي تشخیص هاي بسیاریکی ازروشCDسنجی یفط
ها کنش بین مولکولدرهنگام میانDNAتغییرات در مورفولوژي 

مقایسه وDNAاست. با افزایش غلظت نانوذرات به DNAبا 
توان به میزان تغییر طبیعی میDNAها با طیف آنCDطیف

در CDکنش پی برد. طیف این میاندر اثرDNAساختاري 
هاي نانومتر درحضور غلظت320تا 200محدوده طول موج 

31، 26، 21، 16، 11، 6، 3، 0(رويمختلف نانوذرات اکسید
گراد تحت بررسی سانتیهدرج25دماي درمیکرومولار)

در بررسی نانوذرات اکسیدروي تغییرات در هردو باند قرارگرفت.
). 8شود ( شکل مشاهده میCD ،DNAمثبت و منفی در طیف 

کنش با نانوذرات در میانDNAهمچنین تغییرات ساختاري 
هاي بالا دچار یک شیفت در باند مثبت، اکسید روي در غلظت

شود.بازها میStackingناحیه مربوط به

بحث
نانومتر است. 100تا 10ها بیننانوذرات موادي هستند که ابعاد آن

زیاد و واکنش این اندازه بسیار کوچک، ویژگی خاصی مانند سطح بسیار 
Jegadeeswaran(دهدها میپذیري بالا به آن et al.‚ تاکنون.)2012

کنش فلزات و هماثرات بریبررسییدر جهت شناسايادیزقاتیتحق
برايمطالعهدرت.انجام شده اسموسیغده تDNAذرات با نانو

مسطح کیآروماتيهاگاندیلي) داراII(کلینيهاکمپلکسهمکنش
نیاکهدادنشانمطالعهنیا. شدیبررسموسیتغدهDNAبا 

یعیطبریکم، غاریبسيهارا در غلظتDNAتوانندیها مکمپلکس
- کمپلکسبرهمکنشیمولکولکینامیدویسنجفیطمطالعهکنند. 

با نیسیمشتقات گلاو نیفنانتروليهاگاندیلاز) II(ومیپالاديها
DNAگوساله (موسیتغدهCT-DNA(جینتاکهه استشدانجام
شنینترکلیاز نوع اDNAها با کمپلکسنیاکنشبرهمدادنشان
,.Eslami Moghadam et al(است 2015(.
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افزایشDNAشدت جذب،راتنانو ذگراد که با افزایش غلظتسانتیهدرج37و 25در دماي نانومتر260در طول موج DNAفرابنفش –طیف جذبی مرئی -1شکل
.بدیایم

Fig. 1. Visible absorption of DNA at 260 nm and at 25 and 37 °C, the increase of nano-particle concentration increased

the absorption of DNA.

.گرادسانتیهدرج37و 25در دماي اکسید روي اتنانوذردر حضور DNAمحاسبه پایداري ترمودینامیکی-2شکل
Fig. 2. Calculation of thermodynamic stability of DNA at 25° C and 37 °C.

.اکسید روياتذردر حضور نانوDNAدناتوراسیون حرارتی -3شکل
Fig. 3. DNA denaturation in the presence of nano-particles.

.گرادسانتیهدرج37و25انومتر در دماي ن620در طول موج DNAطیف نشري فلورسانس -4شکل
Fig. 4. Fluorescence emission spectra of DNA at 620 nm at 25°C and 37°C.

.گرادسانتیهدرج37در دماي DNAطیف نشري فلورسانس )B(گراد و نمودارسانتیهدرج25در دماي DNAطیف نشري فلورسانس )Aنمودار(-5شکل

Fig. 5. A. Fluorescence emission spectra of DNA at 25 °C. B. the fluorescence emission spectra of DNA at 37 °C.
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.گرادسانتیهدرج37و 25دردماي ) svK(نمودار -6شکل

Fig. 6. Ksv graph at 25 and 37 °C.

.گرادسانتیهدرج37دردماي DNAتغییرات طیف نشريلگاریتم )Bو (گرادسانتیهدرج25دردماي DNAتغییرات طیف نشري لگاریتم )A(-7لشک

Fig. 7. A. Logarithm of changes in intensity of DNA emission at 25ºC. B. Logarithm of changes in intensity of DNA

emission at 37 ºC.

.اکسید روياتنانو ذر)میکرومولار31، 26، 21، 16، 11، 6، 0، 3(هايدر حضور غلظتDNAساختار CDطیف -8-شکل

Fig. 8. CD of DNA in the presence of nano-particle (0, 3, 6, 11, 16, 21, 26, 31µM).

DNAبا) II(ومیپالاديهاکمپلکسکنشهمبرن،یابرعلاوه

يپارامترهاتینهادر.بودترشیببالاتريدماهاوهاغلظتدر
نیکه ا) نشان دادMD(يسازهیشبازآمدهدستبهيساختار

-CTرا کاهش داده و با یمولکولیدروژنیهوندیها پکمپلکس

DNAکنشبرهمیبررسپژوهشنیادرشدند.تینترکلیا
. گوساله انجام شدتیموس DNAسبز با سنتزيرودیاکسنانوذرات

فرابنفش استفاده شده -از تکنیک طیف سنجی مرئیبدین منظور 
نانومتر نشان 260جذب درطول موج ماکزیممفزایش شدت ااست.

و تشکیل یک DNAل کنش لیگاندها با مولکودهنده میان
. تغییرات استDNAايکمپلکس جدید با مارپیچ دورشته

متفاوت هايغلظتدر حضورDNAطیف جذبی مشاهده شده در

سبز در ماکزیمم طول موج جذبی نانوذرات اکسید روي سنتز
DNA)260(با اتکنش این نانوذرمیانهدهندنشاننانومتري
DNAاي مارپیچ دورشتهیل کمپلکس جدیدي ازاست که به تشک
DNA260ج افزایش شدت جذب در طول مو. شودمنجر می

و نانوذرات DNAدهدکه بین بازهاي آلی نانومتر نشان می
که این اتصال به وجود دارد میانکنش اکسیدروي سنتزسبز

آمده دستهنتایج بشود.منجر میDNAتغییرات درکنفورماسیون 
اتیدیوم زیادي در شدت نشرهاي فلورسانس کاهشاز طیف

اتهاي مختلف نانوذربا اضافه کردن غلظتDNAبرماید
تواند دهد که کاهش شدت نشر مینشان میاکسیدروي سنتز سبز

سنتزسبز با اتیدیوم برماید در بیانگر رقابت نانوذره اکسیدروي
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توان نتیجه گرفت که باشد. به عبارت دیگر میDNAاتصال به 
ه و جدا شدن آن از کاهش نشر اتیدیوم برماید اینترکلیت شد

اتو قرارگرفتن آن توسط نانوذرDNAاي ساختار دورشته
فلورسانسخاموشییند اکه سبب فراستاکسیدروي سنتزسبز 

توان گفت که آمده میبه دستهاي ستفاده از دادهبا ا.شودمی
DNAاکسیدروي سنتزسبز به صورت اینترکلیت شده به اتنانوذر

شود. به عبارت دیگرکاهش نشر فلورسانس اي متصل میدورشته
درك مکانیسم میانهاي مهم یکی از روشDNAاتیدیوم برماید 

کمپلکس است. از طیف فلورسانسDNAها به کنش سایر مولکول
شود که آیا کمپلکس مورد نظر مشخص میDNA-اتیدیوم برماید

ر کاهش شدت میانکنش داشته است یا خیر. اگDNAبا
رود اولیه قابل توجه باشد احتمال میهاينشرفلورسانس با تزریق

که کمپلکس مورد نظر جایگزین اتیدیوم برماید شده و با جفت 
پیوند خورده است. اگر به صورت اینترکلیشن DNAبازهاي 

هاي بالایی با غلظتDNA-کاهش شدت طیف فلورسانس اتیدیوم
طریق پیوند با شیارهاي ازپذیر باشد احتمالاًاز کمپلکس امکان

DNAه فوق و معادلهیکنش دارد. پس به کمک فرضمیان
volmer-SternتوانمیSVKعنوان ثابت اتصال نانوذرات را به

رتیب میزان تمایل در نظر گرفت و بدین تDNAاکسید روي به 
محاسبه SVKمقادیر .را اندازه گرفتDNAذرات به پیوند این نانو

بالا بوده دهد که براي نانوذرات اکسید روي سنتزسبز میشده نشان 
تر و توان نتیجه گرفت که نانوذره سنتز سبز اتصال محکمپس می

ساختار CDآمده از طیف به دستنتایج دارد.DNAتري با قوي
با نانوذرات اکسیدروي اطلاعات مفیدي را از نحوه DNAاي دورشته

ر بررسی نانوذرات د. دهدرا میDNAکنش این نانوذرات با میان
ییر کمی در چرخش بازها مشاهده سبز تنها تغاکسید روي سنتز

نانومتري مربوط به 280شود که به تغییر جذب در باند می
Stackingشود و آشفتگی در هردو باند آشکاراست. رفتار منجر می

تواند اطلاعاتی درباره ها میدر حضور کمپلکسDNAدمایی 
در هنگام افزایش دما و همچنین اطلاعاتی DNAتغییرات ساختاري 

دهد دهد و نشان میمیDNAها به درباره قدرت پیوند کمپلکس
تدریج از یکدیگر باز به DNAرشته که در هنگام افزایش دما دو

ر شود که دراین هنگام یک اثشده و تبدیل به یک رشته می
درجه 95تا 25در دماي DNAيهایپکرومیک درطیف جذبی بازها

منظور شناخت این روند انتقال دمایی و به.دهدرخ میگرادسانتی
که به عنوان دمایی که در آن نیمی از جفت بازهاي )mT(دماي ذوب 

شود.تعریف می، شوداز یکدیگر باز میDNAکل موجود در ساختار 
اکسیدروي اتضور نانوذردر حDNAدماي ذوب mTبا افزایش 

- را نشان دهد که خود میDNAپایداري ساختار تواند سنتزسبز می

اثرپیوند اینترکلیشن نانوذرات اکسید روي سنتزسبز دهنده نشانتواند 

ي، یکی از عوامل پیوند با و پایدارTmاست زیرا افزایش DNAبا 
اثرنانوذرات پژوهشگران.از نوع اینترکلیشن استDNAها با مولکول

تولید پیگمان سودوموناس آئرو جبینوزا را بررسی کردند اکسیدروي بر
این باکتري و تولید مهاري برکسیدروي اثرااتو مشاهده کردند نانوذر

کاهش پیگمانتولید،با افزایش غلظت نانوذرهکهپیگمان آن را داشت
Nakhaei Moghaddam(یافت et al., اتنانوذربنابراین از. )2016

هاي پیشگیري و یا کمک به درمان عفونتتوان براي اکسیدروي می
ارزیابی کمی و کیفی فعالیت ضد . سودوموناس آئروجینوز استفاده کرد

نانوذرات اکسیدروي علیه لیستریا باکتریایی اسانس دارچین و
Ojaghشده است (مونوشیتوژنز بررسی  et al., که این مطالعه )2018

میکروبی ارچین و نانوذرات اکسیدروي، اثر ضدکه اسانس دنشان داد
اکسیدروي وذرات که نانطوريتریا مونوسیتوژنز دارند. بهقوي علیه لیس

ارزیابی سمیت حاد نانوذرات دهند.را نشان میکشندگی باکتریاییاثر
اکسیدروي برعملکرد بیوشیمیایی سرمی کبد درموش سفید 

Heidarnejadشده است (آزمایشگاهی بررسی  et al., که )2015
نوذرات اکسید روي سمی است و اثرسطح حاد نانتایج نشان داد

طریق افزایش پارامترهاي سرمی و بیوشیمیایی برکبد ازمضرشان را
استفاده از این نانوذرات باید احتیاط لازم دهد لذا درکبد نشان می
اکسیدروي اتاکسیدانی نانوذربررسی خصوصیات آنتیصورت پذیرد.

هاي سنتز شده به روش سبز و تغییرات بیان ژن کاتالاز در سلول
که این مطالعه استشده) بررسی HEP62(انسان سرطان کبدي 
روي سنتز شده به روش سبز داراي فعالیت اکسیداتنشان داد نانوذر

اتهم چنین با افزایش غلظت نانوذر.مهارکنندگی رادیکال است
بیان ژن کاتالاز در مقایسه با ژن اکسیدروي سنتز شده به روش سبز

وش اکسیدروي سنتز شده به راتبنابراین نانوذر.کنترل افزایش یافت
Khaligh(سبز داراي فعالیت آنتی اکسیدانی قوي است et al.,

2016(.

گیرينتیجه
اکسید روي اتتوان از نانوذرآمده میبه دستبنابراین طبق نتایج 
- اکسید روي شیمیایی براي درمان بیمارياتذرسنتزسبز به جاي نانو

دیگر به دلیل هاي غده تیموس به عنوان دارو پیشنهاد کرد و از طرف 
اکسیدروي شیمیایی با ماکرومولکول حیاتی اتکنش نانوذرمیان

باید به اثرات جانبی ایجاد شده در اثراستفاده روز افزون )DNA(سلول 
.آن براي انسان و محیط زیست نیز توجه کرد

گزاريسپاس
دانشگاه ،بیوفیزیک دانشگاه تهران-بیوشیمییاز مرکز تحقیقات

ريهمکابراييمرکزتهراناسلامی واحد دانشگاه آزاد و خوارزمی 
.مینمایمیقدردانی در این تحقیق 
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