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 MCF-7  بر رده سلول سرطانی های مختلف مرکباتعصاره پوست گونه سمیت سلولیبررسی 

 ، زهرا حسن پور*عباسعلي دهپور جويباري

 شهر، ايرانقائمدانشگاه آزاد اسلامي، شهر، واحد قائمگروه زيست شناسي، 

 dehpour@gmail.com مسئول مکاتبات:

  2/3/91تاريخ پذيرش:                  41/4/91تاريخ دريافت:        

 ده چكی

مولكولي  هایي در علوم پزشكي،در چند دهه اخير، پيشرفتمرگ در سراسر جهان شناخته شده و امروزه سرطان به عنوان علت اصلي

در تشخيص زودرس و معالجه آن نيز عملكرد بهتري داشته  هاي این بيماري مهلك را شناسایي كند، بلكهتوانسته نه فقط علل و مكانيسم

ونن از جمله تركيبات مهم در فلاونوئيدها و ليم .هاي اساسي است و آنزیم هااكسيدان آنتيمركز تجمع بسياري از  مركبات پوست .است

در این تحقيق پس از  .باشند كه نقش مهم آنها در پيشگيري و درمان سرطان امروزه در حال تحقيق و بررسي استپوست مركبات مي

ها در مجاورت اثر سميت سلولي عصاره پوست مركبات، این سلولبه منظور تعيين  MCF-7هاي سرطاني كشت و تكثير رده سلول

 ،پرتقالدهد كه عصاره پوست نتایج نشان مي انجام شد. MTTتست  ساعت 27ره اتانولي قرار گرفتند كه پس از امختلف عص دوزهاي

 01/0)ليتر گرم بر ميليميلي 5 و 5/7هايعصاره پوست ليموترش در غلظتو  ( p ≥ 05/0)ليتر گرم بر ميليميلي 10 و 5/2 هايدر غلظت

≤ p)  هاي سلولرشدMCF-7   با افزایش غلظت عصاره . اثرات سميت سلولي انددادهبه طور معناداري نسبت به گروه كنترل كاهش را

 باشد.مي 5 و 5/2مربوط به غلظت ليموترش به ترتيب پوست و در عصاره پوست پرتقال بالاترین درصد مهار رشد  و یافتهافزایش 

 گردد.اده موثر در درمان سرطان در علوم پزشكي پيشنهاد ميبه عنوان یك معصاره پوست مركبات  استفاده از بنابراين

 MTT، آزمون  MCF-7سرطاني پوست مركبات، رده سلول ،سميت سلولي، عصاره اتانولي :كلمات كليدي

 مقدمه

همچنان واند از بدو پيدایش بشر وجود داشته هاسرطان

فرساترین مسائل اقتدرمان سرطان یكي از شایع ترین و ط

ياهان همواره به عنوان منبع عمده گ[. 1] ليني استطب با

ها براي درمان سرطان از زمان باستان مورد اي از راه حل

هاي آزاد و سموم مختلف، رادیكال .انداستفاده قرار گرفته

نقش مهمي در رشد و پيشرفت سرطان از طریق تعامل با 

DNA  دارند. تعداد زیادي از مواد مغذي گياهي موجود

جات با جلوگيري جات و ترشيها، ادویهها، سبزيوهدر مي

زدایي ازایجاد مواد شيميایي سمي و بهبود فرایندهاي سم

دربدن به عنوان عوامل قوي پيشگيرانه در برابر سرطان 

به همراه گياهان محصولات ثانویه  [.13] كنندعمل مي

اي از مواد فعال زیستي مي ها منابع بالقوهآنتي اكسيدان

به طور كلي محصولات ثانویه توليد شده در و ندباش

هاي بيوسنتزي به سه گروه اصلي گياهان بر اساس ویژگي

 شونددار تقسيم ميها، تركيبات فنلي و تركيبات ازتترپن

 اصلي علت دومين عنوان به سرطان از آنجایي كه [.4]

بنابراین امروزه  شود، مي زده تخمين انسان در مير و مرگ

 منظور به مختلف بيولوژیكي منابع در دیديش جستجوي

 این با مبارزه براي جدید سرطان ضد داروي یك توسعه

 منبع عنوان نقش خود رابه گياهان. بيماري وجود دارد

 اثبات سال به چندین سرطان براي ضد مهم درماني طبيعي

تحقيق و بررسي حاضر سعي برآن  در[. 17] اندرسانده

هاي خراج شده از پوست گونهاست تا تاثير عصاره است

-بر روي سلول ترشليمو و مختلف مركبات مانند پرتقال

هاي سرطاني و نرمال انساني مورد بررسي قرار گرفته و 

خواص ضد سرطاني و سميت سلولي آن مورد مطالعه 

فتي چرمي شكل بوده و باداراي  پرتقال پوست قرار گيرد.

هاي بسياري است  حاوي غدد روغني فراواني است و قرن

ت در موارد پزشكي بادیگر مركاین ميوه و  پوستكه از 

مركز  پرتقال پوستگویند  شود. محققان مي استفاده مي
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اكسيداني و  آنتي خواصاز جمله  خواصاز تجمع بسياري 

كمتر وجود  پرتقالهاي اساسي است كه در خود  آنزیم

، فوليك C ، B1هاي داراي ویتامين پرتقال پوست .دارد

باشد. همچنين مي اسيد، فلاونوئيد، آلفاكاروتن و بتاكاروتن

داراي پوست پرتقال محتوي مقدار زیادي اسانس است كه 

نئول و  سایكليك آلدئيد، لينالول، دي ال ترپي ليمونن، دي

در بين تركيبات نام برده شده فلاونوئيدها  [.6] باشد يم... 

-و ليمونن از جمله تركيبات مهم در پوست مركبات مي

باشند كه نقش مهم آنها در پيشگيري و درمان سرطان 

مانتي و  [.6] امروزه در حال تحقيق و بررسي است

اند كه فلاونوئيدهاي موجود در ارش دادهگز او همكاران

هاي سرطاني در لوسمي مركبات موجب مهار رشد سلول

اثر كامپفرول، كه آن هم یك نوع فلاونوئيد  .شوندمي

است، براي مهار رشد خطوط سلول سرطان تخمدان با 

ميكرومولار و همچنين رده سلول سرطان  90و  70غلظت 

ده است. چندین مطالعه، فعاليت ضد پستان نشان داده ش

التهابي قابل توجه كورستين، كه نوعي دیگر از فلاونوئيدها 

است را به علت مهار مستقيم فرآیندهاي اوليه در التهاب 

را با جلوگيري از  سرطانآنها گسترش انواع  .دهدنشان مي

ها، جلوگيري  ژن ي، تنظيم نمایانسرطانهاي  تقسيم سلول

از رسيدن خون به تومور و كاهش آسيب ناشي از 

هاي آزاد و التهاب، كندتر كرده و اغلب متوقف  رادیكال

  [.4] كند مي

 ضد اكسایش و رنگ، بي ،مایعمونوترپني  نيز ليمونن

 پوست درو بوده  C10H16فرمول آب با  در نامحلول

 ماده عنوان به نارنگي و مانند پرتقال، ليموشيرین ركباتيم

هایي از جمله ها با روشمونوترپن [.9] باشدمي اصلي

ها به هسته سلول، ایجاد جلوگيري از انتقال پيام انكوژن

هاي فاز یك و دو وقفه در چرخه سلولي و تحریك آنزیم

 [.9] كنندكبدي، به پيشگيري و درمان سرطان كمك مي

هایي از قبيل ها در پيشگيري و درمان سرطاننوترپنمو

 و سرطان پستان، مري، پروستات، كبد، معده و ریه

  [.  10] دموثر هستن هاي دیگربسياري از سرطان

عصاره پوست  سميت سلوليهدف از این تحقيق بررسي 

 MCF-7سرطاني يهاي مختلف مركبات بر رده سلولگونه

اثر سایتوتوكسيك ایسه مقو همچنين  MTTتوسط آزمون 

 باشد.ميعصاره پوست پرتقال و ليمو ترش 

 کارمواد و روش 

ابتدا مركبات جمع  :و تهیه عصاره نمونه سازی آماده

آوري و شستشو شده و پوست خارجي آنها را جدا كرده 

براي  شود.متري ریز ميسانتي 7-1هاي و به اندازه مربع

وفي شيشه اي عصاره گيري به روش پركولاسيون در ظر

سي سي 700گرم پوست مركبات ریز شده،  70به ازاي هر 

در ها ظرف و شودریخته مي درصد 00اتيليك  الكل

براي تسریع در خروج و  شدهاریك قرارداده محيطي ت

. شوندميتكان داده ساعت یك بار شيشه ها  5هر عصاره 

داراي روز از داخل قيف  5-3 پس ازها این سوسپانسيون

شيشه محتوي عصاره  5 و شودميداده عبور صافي  كاغذ

روش روتور كه با آید بدست ميگياه همراه با الكل اتانل 

توسط بن ماري و یا حمام آب گرم  تبخير الكل ،كردن

و عصاره به مرور زمان تغليظ شده  گيردساختگي انجام مي

عصاره  .(1)شكل  چسبداي ميو به بدنه و ته ظرف شيشه

نظر توسط ترازوي حساس دیجيتالي توزین  گياهي مورد

( RPMI-1640سپس در محيط كشت سلولي )و  گردید

 16/0و  31/0، 63/0، 75/1، 5/7، 5، 5/2، 10هاي رقت

 تهيه شد.  ليترگرم بر ميليميلي

( خریداري شده از MCF-7رده سلولي سرطاني پستان )

بانك سلولي انستيتو پاستور ایران در محيط كشت مایع 

RPMI1640  غير  درصد سرم جنين گاو 10كه همراه با

 100پني سيلين و  U/ml100(، و FBS) فعال شده

استرپتومایسين است، در انكوباتور ليتر گرم در ميليميلي

درصد  5درجه سانتي گراد و در اتمسفر حاوي  32دماي 

CO2  هاي استریل كشت درصد رطوبت در فلاسك 45و

-ها از محيطبه علت نياز سلول داده شد. در این آزمایش

-سيلينمحلول پنيهاي سرم دار استفاده شد. 

درجه نگهداري گردیده و  -70استرپتومایسين در دماي 
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 750به محيط كشت اضافه شد. همچنين  10100به نسبت 

ليتر گرم بر ميليميلي 5به نسبت   MTTميلي گرم پودر 

ف و استریل صا ميكرون 77/0حل و با صافي  PBSدر 

دار استریل و با پوشش آلومينيومي در در ظرف در پيچ

 گراد نگهداري گردید.درجه سانتي 9دماي 

ای خون هستههای تکفرآوری خون )جدا کردن سلول

سي و سي 15ابتدا یك لوله فالكون تك استریل : محیطی(

سي از خون سي 3سپس  برداشته وسي فایكول سي 7

ي به فایكول درون لوله محيطي گرفته شده را به آرام

به  1500در سانتریفيوژ با دور كه  كنيمفالكون اضافه مي

-دقيقه بایست لایه ابري شكل متشكل از سلول 70مدت 

لایه سلول هاي خوني در  7اي را كه بين هاي تك هسته

پایين و پلاسما در بالا تشكيل شده است جدا و به یك 

ز آنجا كه فایكول لوله فالكون جدید منتقل نمایيم. حال ا

 RPMIسمي است و بایست شسته شود، با محيط كشت 

رسانده و مجددا در سانتریفيوژ  2حجم لوله فالكون را به 

كنيم تا دقيقه سانتریفيوژ مي 2و به مدت  1500با دور 

-ها جدا و ته نشين گردند. بعد از شسته شدن سلولسلول

 RPMIها آنها را به تعداد مناسب در محيط كشت 

 رسوسپانت مي كنيم.

با استفاده از  بررسی سمیت سلولی عصاره اتانولی 

هاي سلولي مختلف در محيط كشت رده: MTTآزمون 

RPMI-1640 كه حاوي پني( سيلينIU/ML100 ،)

( و mmo12(، گلوتامين )IU/MI100استرپتومایسين )

درجه  32( بود در دماي FBS% سرم جنين گاو )10

انكوبه شدند.   CO2% 5فر حاوي سانتي گراد و در اتمس

 15متري در سانتي725شكل   Tهايها در فلاسكسلول

سلول،  1-7×  106ميلي ليتر محيط و با اینوكلوم اوليه 

شروع به رشد كردند. بعد از گذشت سه روز و پوشيده 

شدن بستر فلاسك از سلول، لایه سلول چسبنده به كف 

ورسن  -تریپسين فلاسك به روش آنزیمي و با استفاده از

جدا شده و پس از انتقال به لوله آزمایش استریل به مدت 

ها در سانتریفيوژ شد. سپس سلول 1700دقيقه در دور  10

محيط كشت تازه با كمك پيپت پاستور دوباره معلق و از 

 100كاناله  0آن سوسپانسيون با استفاده از سمپلر 

اي با كف خانه 46هاي پليت ميكروليتر درون چاهك

صاف )ویژه كشت سلولي( ریخته مي شد. یك ستون از 

و فقط حاوي  بلانكها بدون سلول و به عنوان چاهك

محيط كشت نگه داشته شده و یك ستون دیگر حاوي 

محيط كشت و سلول هاي سالم ) لنفوسيت و مونوسيت( 

هاي رده هاي دیگر حاوي محيط كشت و سلولو ستون

حاوي  ها كهیكي از این ستون سلولي در نظر گرفته شد.

محيط كشت و سلول و فاقد عصاره بودند به عنوان شاهد 

)كنترل( در نظر گرفته شدند و یك ستون دیگر هم حاوي 

 DMSOمحيط كشت و سلول و غلظت به كار رفته 

ها )كنترل منفي( بود تا اثر سميت آن بر روي سلول

ظر هاي مناسب از عصاره مورد نرقت پس بررسي شود.

ميكروليتر از هر رقت به صورت ستوني  100تهيه گشته و 

هاي پليت اضافه شد سپس سلول ها به مدت به چاهك

در  CO2% 5درجه و در اتمسفر  32ساعت در دماي  27

 انكوباتور قرار داده شدند.

ميكروليتر از  70ساعت به هر چاهك  27پس از گذشت 

ها د. پليتاضافه شليتر بر ميلي گرمميلي MTT 5محلول

ساعت انكوبه شده و سپس باقيمانده  9تا  3به مدت 

اضافه  DMSOميكروليتر  100خارج و به هر چاهك 

دقيقه و  10شد تا فورمازان حاصل حل گردد. پس از 

ها با استفاده از تكان دهنده پليت، جذب تكان دادن پليت

نانومتر با استفاده از خوانشگر  520نوري فورمازان در 

هاي حاوي سلول و بدون وانده شد. چاهكپليت خ

)كنترل( و  ( شاهدODعصاره به عنوان چگالي نوري )

هاي بدون سلول و تنها حاوي محيط چگالي نوري چاهك

RPMI-1640  به همراه سرم جنين گاوي به عنوان

Blank  در نظر گرفته شد. درصد حيات سلولي با استفاده

 از این فرمول محاسبه گردید0

100    OD= 
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هاي سرطاني پس از كشت، تكثير و پاساژ دادن سلول

MCF-7هاي سالم كه همان ها به همراه سلول، این سلول

اي خون محيطي مي باشند، با غلظت سلول هاي تك هسته

از عصاره هاي مختلف مورد نظر و غلظت DMSOمعين 

مخصوص  هايشده، در چاهك بر اساس توضيحات داده

خانه كف صاف مخصوص الایزا لود  46خود در پليت 

هاي ساعت از اثر دادن غلظت 27پس از گذشت شدند. 

و  MCF-7هاي سرطاني مختلف عصاره بر رده سلول

پليت توسط  DMSO و MTTاضافه كردن نمك 

 دستگاه الایزا ریدر قرائت گردید.

 

        
  تغليظ عصاره .ج ،عصاره كردن صاف .ب ،پركولاسيون .الف 0پرتقالاز پوست  مراحل عصاره گيري ـ1شكل 

 

نتايج

هاي مختلف از عصاره تهيه غلظتبراي بررسي نقش 

هاي مختلف با كمك شده، اثرات سميت سلولي غلظت

مورد  MCF-7هاي سرطاني سلولبر رده  MTTروش 

شود زمایش برآورد ميآنچه از نتایج آبررسي قرار گرفت. 

 5/2هاي جذب نوري خوانده شده در غلظتكه  این است

با گروه كنترل  (p ≥ 05/0)دار داراي اختلاف معني 10و 

و بر اساس اثرات  MTTبا كمك روش  IC50 .است

 MCF-7هاي سرطاني مهاري عصاره بر روي رشد سلول

بدست آمده و بيانگر غلظتي از عصاره است كه موجب 

كه  گردددرصد مي 50ها به ميزان جلوگيري از رشد سلول

 70/1و  79/1براي عصاره پوست پرتقال و ليمو به ترتيب 

تایج حاصل از این آزمایشات نشان محاسبه شده است. ن

عصاره پوست پرتقال  MCF-7هاي دهند كه در سلولمي

 ≥ 0005)ليتر گرم بر ميليميلي 10و  5/2 هايدر غلظت

p) 5/7و  5هاي عصاره پوست ليموترش در غلظت و در 

(0001 ≤ p) ها به طور معناداري نسبت به رشد سلول

گروه كنترل كاهش یافته است. اثرات سميت سلولي در 

و  317/0، 675/0، 75/1، 5/7، 5، 5/2، 10هاي غلظت

عصاره پوست  به ترتيب درليتر گرم بر ميليميلي 156/0

 صفرو  50، 20، 95 ،00،  20، 00 ،25پرتقال به ميزان 

، 25، 22، 60، 90در عصاره پوست ليموترش و  درصد

-است. همانطور كه ملاحظه ميدرصد  75و  90 ،97، 95

شود بالاترین درصد مهار رشد در عصاره پوست پرتقال 

% بوده و در عصاره 00به ميزان  و 5/2مربوط به غلظت 

-% مي22 و به ميزان 5پوست ليموترش مربوط به غلظت 

  (.7و  1باشد )نمودار 
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 هاي مختلف عصاره اتانولي پوست پرتقالدر غلظت MCF-7هاي سرطاني درصد مهار رشد سلول ـ1نمودار 

 

 
 پوست ليموترشهاي مختلف عصاره اتانولي در غلظت MCF-7هاي سرطاني درصد مهار رشد سلولـ 7نمودار

 

بحث

خواص ضد در آن نتایج به دست آمده مطالعه حاضر و 

 دهدپوست مركبات را نشان مي سرطاني عصاره حاصل از

 .یابدكه این اثر با افزایش غلظت عصاره افزایش مي

بالاترین درصد مهار رشد در عصاره پوست پرتقال مربوط 

بوده و در عصاره  درصد 00 به ميزان و 5/2به غلظت 

-% مي22 و به ميزان 5پوست ليموترش مربوط به غلظت 

در  MCF-7هاي حداكثر قدرت مهار رشد سلولباشد. 

% بيشتر 3 عصاره حاصل از پوست پرتقال تقریبا به ميزان

از قدرت مهاركنندگي عصاره حاصل از پوست ليموترش 

همچنين عصاره حاصل از پوست مركبات حتي . باشدمي

هاي پایين داراي اثر مهاركنندگي بر رشد رده در غلظت

 راستاي همين مطالعات. در باشدهاي سرطاني ميسلول

به بررسي فعاليت  1302و همكارانش در سال  ريام پور

ها اثر اكسيداني عصاره پوست نارنج پرداختند. آنآنتي
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 بررسي سميت سلولي عصاره پوست...          

 

بازدارنده عصاره نارنج را بر روي اكسيداسيون ليپيدي 

گوشت خام و پخته ماهي بررسي نمودند و به این نتيجه 

اكسيداني بالایي رسيدند كه این عصاره داراي فعاليت آنتي

افزایش غلظت عصاره، ميزان اكسيداسيون ليپيدي بوده و با 

 .[3] یابداكسيداني افزایش ميفعاليت آنتي كاهش یافته و

بررسي  در 1304چراغي و همكارانش در سال همچنين 

را  ، آناثر ضد دردي و ضد التهابي عصاره پوست پرتقال

ها به موشليتر گرم بر ميليميلي 50و  30، 70با سه دوز 

د و مشاهده كردند كه هر سه دوز به كار برده تزریق كردن

در این ميان دوز  داشته وشده اثر ضددردي و ضدالتهابي 

 درصد( را از خود نشان داد 04بيشترین اثر ضددردي ) 50

از این تحقيقات نيز افزایش  بدست آمدهكه نتایج [ 9]

 راافزایش غلظت عصاره  حاصل ازاكسيداني فعاليت آنتي

اثر  1302در سال  ش نيزهمكاران ولدي و. كنندتایيد مي

درصد ليمونن بررسي  37ضد التهابي گياه شوید را با 

كردند و آنها نيز در تحقيقاتشان متوجه شدند كه اسانس 

تواند جایگزیني مناسب براي داروهاي ضد گياه شوید مي

در تحقيقي به  شمنجمي و همكاران. [2] التهابي باشد

ك اسانس فرار پوست ليموترش بررسي اثرات سيتوتوكسي

و اثر سایتوتوكسيك بيشتر در  و ليموشيرین پرداختند

و زانوسي پاشا  .[5] عصاره ليموترش را به اثبات رساندند

گيري به شناسایي و اندازه 1304در سال  نيز شهمكاران

تركيبات موجود در اسانس برگ ليموترش و بررسي 

و به  ي آن پرداختندفعاليت آنتي اكسيداني و آنتي باكتریای

برگ ليموترش نيز مانند پوست این نتيجه رسيدند كه 

باشد و همچنين درصد( مي 0/16ليموترش داراي ليمونن )

اكسيداني برگ ليموترش را به اثرات آنتي باكتریایي و آنتي

همچنين اثر بازدارندگي و درماني . [7] انداثبات رسانده

 [.11ه است ]ها بر سرطان نيز ثابت شدمونوترپن

 گیرینتیجه

عصاره مركبات و براي  ،بنابرنتایج حاصل از آزمایشات

نمونه عصاره پوست پرتقال و ليمو ترش داراي اثر مهاري 

كه این اثرضد  باشندهاي سرطاني رحم ميدر رشد سلول

اكسيداني تركيبات مهمي سرطاني حاصل از فعاليت آنتي

مچنين نتایج ه .همچون ليمونن، در پوست مركبات است

نشان مي دهند كه با افزایش ميزان قابل قبولي از غلظت 

عصاره حاصل از و یابد عصاره اثر مهاري آنها افزایش مي

هاي پایين داراي اثر غلظت پوست مركبات حتي در

این  .باشدهاي سرطاني ميمهاركنندگي بر رشد رده سلول

مينه مطالعه یكي از مطالعات مقدماتي انجام گرفته در ز

باشد و مركبات مي خواص ضدسرطاني عصاره پوست

. هاي مفصل تر در تحقيقات بعدي مي باشدنيازمند بررسي

سازي جزء موثر عصاره و بررسي جداسازي و خالص

ساختار آن و بررسي فعاليت ضد سرطاني جزء موثر این 

و در نهایت استفاده از آن در  عصاره در گياهان دیگر

هاي آتي پيشنهاد ژوهش اشتي در پصنایع دارویي و بهد

 .شودمي

 منابع 

، اختلالات ژنتيكي سرطان ها در انسان، 1341پارسا، ناصر،  -1

 ، تهران، ایران. ویژه نامه دوازدهمين كنگره ژنتيك ایران

. 1304ـ پاشا زانوسي، م.، رئيسي، م. ميركاظمي مقدم، ص. 7

گ برسانس د در اموجوت تركيباي گيرازهندو اسایي ناش

-نتيآسي فعاليت ربرو  GC-MSسنج  توسط طيف شليموتر

هاي نو . پنجمين همایش ملي ایدهآننتي اكسيدانتيو آباكتریایي 

 72-70در كشاورزي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان. 

 040 بهمن

. بررسي فعاليت آنتي اكسـيداني  1302پور امير، م.، گلي، ز.  -3

ازدارنـدگي آن بـر اكسيداسـيون    عصاره پوسـت نـارنج و اثـر ب   

ليپيدي در مدل بيولوژیك. هجدهمين كنگره ملي علوم و صنایع 

 ، مشهد.غذایي

. بررسي اثر ضد دردي و ضد 1304چراغي، ج.، ولدي، ع.  -9

التهابي تركيب ليمونن موجود در گياهان دارویي، فصلنامه 

، صفحه 3علمي پژوهشي گياهان دارویي و معطر ایران، شماره 

977-9150 

منجمي، ر. عریانو ش. جعفریان، ع. قنادي، ع. حائري، ع،   -5

، بررسي اثرات سيتوتوكسيك اسانس فرار ليمو ترش و 1309

 اولين همایش ملي توسعه پایدار گياهان دارویي.ليموشيرین، 
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