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Introduction: Extracellular recording of field potentials (ERFP) from the brain tissues is one 

of the most valid methods used for diagnosis and research proposes. High temporal resolution, 

low cost, and availability of ERFP method lead to widespread use of that in different research 

centers. In the present article, we review different methods of ERFP by searching and study 

of several articles and text books on the basic techniques and their mechanisms. This article 

explains and discusses both in vitro and in vivo methods of ERFP. The procedures of surgery, 

implantation of recording electrodes in in vivo experiments, and recoding of brain signals 

have been explained. Furthermore, the procedures of the brain slice preparation are described. 

Conclusion: Understanding of the basic electrophysiological techniques for recording of the 

brain activities results in improved diagnostic methods and research projects.
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ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. الكتروانسفالوگرافي 

2. پتانسل‌های عمل 
3. فضای خارج سلولی

از معتبرترين روش‌هاي استفاده  بافت‌هاي مغز يكي  از  پتانسیل‌های میدانی  ثبت خارج سلولي  مقدمه: 
شده براي اهداف تشخيصي و تحقيقاتي است. دقت بالاي زماني، هزينة پايين و قابل دسترس بودن روش 
ثبت خارج سلولي پتانسیل‌های میدانی منجر به استفادة گسترده از آن در مراكز تحقيقاتي مختلف مي‌شود. 
در مقالة حاضر، ما روش‌هاي مختلف  ثبت خارج سلولي پتانسیل‌های میدانی را توسط جستجو و مطالعه 
مقالات متعدد و کتب معتبر در حیطۀ تکنیک‌های اساسي و مكانيسم‌هاي آن‌ها مرور ميك‌نيم. این مقاله 
روش‌هاي In vitro و In vivo از ثبت خارج سلولي پتانسیل‌های میدانی را توضيح مي‌دهد و بحث ميك‌ند. 
روش‌هاي جراحی، کاشت الکترودهای ثبات در آزمايش‌هاي In vivo و ثبت سيگنال‌هاي مغزی توضيح داده 
شده‌اند. علاوه‌ بر اين، روش‌هاي آماده‌سازي برش مغز توصيف مي‌شود. نتیجه گیری: درك تكن‌كيهاي 
الكتروفيزيولوژيكي اصلي براي ثبت فعاليت‌هاي مغز به بهبود روش‌هاي تشخيصي و طرح‌هاي تحقيقاتي منجر 

مي‌شود.
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مقدمه
تمامی اطلاعات رسیده به سلول‌هاي عصبي )نورون‌هاي( موجود 
عبور  الکتریکی  پالس  قالب یک  در  در سیستم عصبی مرکزی 
کرده و از طریق آکسون‌ها به سایر نورون‌ها منتقل می‌شوند. هر 
نورون به‌تنهایی می‌تواند با چندین نورون مرتبط شود و از طریق 
این ارتباطات، اطلاعات به کمک سیناپس‌ها )محل اتصال زوايد 
نورونی به یکدیگر( منتقل شده و سبب ترشح ناقلین عصبی از 
فعال  سبب  ناقلین  این  می‌گردد.  سیناپسی  پیش  نورون  پایانۀ 
شدن گیرنده‌های موجود در نورون پس سیناپسی می‌شوند )1(. 
در  الکتریکی  پاسخ  ایجاد یک  گیرنده‌ها سبب  این  فعال شدن 
در  الکتریکی  این سیگنال‌های  نورون پس سیناپسی می‌گردد. 

طول آکسون نورون پس سیناپسی عبور می‌کنند )2-4(.
یا  سیناپسی  جریان‌های  از  مغز  در  که  الکتریکی  جریان‌های 
جریانات فعال در نزدیکی یک مدار )خارج یا داخل سلول( نشئت 
می‌گیرند موجب تشکیل یک پتانسیل میدانی ثابت یا پویا با یک 
سازمان‌دهی سه‌بعدی می‌گردند )6 ،5(. همان‌طور که از عنوان 
پتانسیل‌های میدانی استنتاج می‌گردد، این پتانسیل‌ها در یک 
حجم کوچک محدود نمی‌شوند، بلکه در یک حجم وسیع مانند 
شبکۀ عصبی و ارگان‌های محافظت‌کنندۀ آن منتشر می‌گردند 
)5(. این حجم برای فعالیت سلول‌های عصبی شامل: مغز، عروق 
خونی و مننژ، استخوان‌های جمجمه و پوست سر می‌باشد. انواع 
پتانسیل‌های میدانی شامل فعالیت‌های الکتریکی خودبه‌خودی، 
القایی و برانگیخته می‌باشند که از روی سر، سطح نرم‌شامه یا 
مغزی  داخل  از ساختارهای  داخل قسمت‌های خاصی  از  حتی 

می‌توان آن‌ها را ثبت نمود )5(. 
نوار مغزی یا الکتروانسفالوگرافی )EEG(1 ثبت فعالیت الکتریکی 
به‌طور  انسان  در  که  است  عصبی  سلول‌های  خودبه‌خودی 
اطلاعات  حاوي  مغزی  نوار  می‌شود.  ثبت  سر  روی  از  معمول 
بیماری  به‌ویژه  عصبی  بیماری‌های  زمینۀ  در  تشخیصی  مهم 
اختلالات  تشخیص  در  برانگیخته  پتانسیل‌های  می‌باشد.  صرع 
مسیرهای حسی یا حرکتی بسیار ارزشمند هستند. نوار مغزی 
در آشکار ساختن نوسانات و فعالیت‌های هم‌نوای شبکه عصبی 

نقش بسزایی را ايفاء می‌نماید )8 ،7 ،5(. 

این مطالعه به جستجو در منابع متعدد از جمله: Google Scholarم، 
 Science و   ISI web of Knowledge MEDLINEم،  Scopusم، 
و   Extra cellular recording EEGم،  کلیدی  کلمات  با   Direct
Field potential پرداخته است. این مطالعه بر پايۀ مقالات متمرکز 
بر حوزۀ حیوانات آزمایشگاهی مي‏باشد. لازم به‌ذكر است مقالات 
قبل از سال 1980 از مطالعه حذف شدند. در این مطالعه علاوه 
بر مقالات متعدد، از کتب معتبر و انحصاری در زمینۀ روش‌های 
الکتروفیزیولوژی رایج در مراکز تحقیقات استفاده شد. برای کتب 

انتخاب شده، بازۀ زمانی مشخصی در نظر گرفته نشد.
 In vivo در مطالعات حیوانی ثبت پتانسیل‌های میدانی به دو روش
و In vitro انجام می‌شود. ثبت‌های In vivo در حالی‌که موجود زنده 
است، صورت می‌گیرد. در صورتی که ثبت‌های In vitro پس از جدا 
نمودن سر حیوان و خارج نمودن مغز، بر روي قسمت‌های خاصی از 
 In vivo مغز خارج شده، انجام می‌شود )10 ،9(. از جمله ثبت‌های
می‌توان به ثبت فعالیت نورون‌ها به روش الکتروکورتیکوگرافی2 و 

ثبت تک واحدی3 اشاره نمود )12 ،11(.
الکتروکورتیکوگرافی

 در ثبت‌های الکتروکورتیکوگرافی به‌منظور دریافت و ثبت بهتر 
امواج مغزی، الکترودهای ثبات به‌طور مستقيم بر روی نرم‌شامۀ 
قشر مغزی قرار داده می‌شوند. لذا برای این کار نیاز به جراحی و 
کاشت الکترود می‌باشد. موش صحرایی با استفاده از پنتوباربیتال 
)mg/kg 60( بیهوش شده و در دستگاه استریوتاکسی قرار داده 
می‌شود )13(. پس از کوتاه کردن موهای ناحیۀ سر، از ناحیۀ 
تقریبی  به طول  برشی  گوش،  دو  بین  ناحیۀ  تا  دو چشم  بین 
3-2 سانتی‌متر روی پوست سر در خط وسط از موازات پشت 
دو چشم تا جلوی دو گوش داده می‌شود. سپس بافت همبند و 
پریوست جمجمه4 در ناحیۀ مورد نظر برداشته و محل برگما5 

مشخص می‌گردد )14(.
بر  آهیانۀ طرفین و یک سوراخ  استخوان‌های  بر روی  دو سوراخ 
روی استخوان بینی تعبیه شده و دو الکترود با روکش نقره بر روی 
نرم‌شامه به‌منظور ثبت امواج مغزی و یک الکترود بر روی پیاز بویایی 
به‌عنوان الکترود مرجع کاشته می‌شود )16 ،15 ،13(. الکترودها به 

کمک سیمان دندان‌پزشکی ثابت مي‌گردند )تصویر 1(. 

1 Electroencephalography
2 Electrocorticography
3 Single unite recording

4 Pericranium
5 Bregma

ــالا نمــادی از اســتخوان‌های جمجمــۀ مــوش صحرایــی می‌باشــد کــه پــس  ــر 1- نمــای شــماتیک از محــل کاشــت الکترودهــا. تصويــر ب تصوی
از کنــار زدن پوســت نمایــان می‌گــردد. دو الکتــرود ثبــات بــرای ثبــت نــوار مغــزی بــر روی نرم‌شــامۀ قشــر پاریتــال و الکتــرود مرجــع بــر روی 

ــی کاشــته می‌شــود )17(. ــاز بویای پی
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ثبت تک واحدی
نواحی  در  می‌کند،  تولید  عمل  پتانسیل  نورونی  هنگامی‌که 
تحریک‌پذیر غشاء آن )به‌طور معمول در بخش آغازین آکسون و 
جسم سلولی نورون( قدرت هدایت یونی افزایش میی‌ابد. افزایش 
نورون و  اطراف  در  نواحی مجاور  تحریک  یونی موجب  هدایت 
انتشار موج الکتریکی می‌گردد. این حالت باعث ایجاد پتانسیل 
میدانی در خارج سلول می‌شود که به آن پتانسیل میدانی خارج 

سلولی یا میدان نیزه6 می‌گویند )19 ،18(. 
در  که  است  سریع  و  متغیر  پتانسیل  یک  سلولی  خارج  نیزۀ 
می‌شود.  منتشر  و  ایجاد  عمل  پتانسیل  دنبال  به  سلول  خارج 
بین  از  نورون  از  فواصل دورتر  در  به‌سرعت  پتانسیل عمل  این 
حد  تا  الکترود  باید  نیزه  پتانسیل  ثبت  برای  بنابراین  می‌رود. 
و  دامنه  ،20(. شکل،   21( باشد  نزدیک  نورون  به غشاء  امکان 
قطبیت نیزه‌های خارج سلولی وابسته به شکل فضایی نورون و 

نیز موقعیت الکترود نسبت به سلول است. 
شکل  به  راجع  اطلاعاتی  نیزه  شکل  از  می‌توان  اوقات  گاهی 
فضایی نورون و موقعیت الکترود نسبت به سلول به دست آورد. 

اگر الکترود ثبات به ناحیه‌ای که جریان القایی در سلول رو به 
خارج است نزدیک باشد، قطبیت نیزه در فاز شروع مثبت یا به 
سمت بالا خواهد بود. اگر الکترود ثبات به ناحیه‌ای که جریان 
القایی در سلول رو به داخل است نزدیک باشد، قطبیت نیزه در 

فاز شروع منفی یا به سمت پايین خواهد بود )23 ،22(. 
به‌وسیلۀ  نورون‌ها  تک  فعالیت  روی  اولیه  بررسی‌هاي  بیشتر 
میکروالکترودها و به‌صورت ثبت خارج سلولی تک واحدی بوده 
کشف  نیز  و  نورون‌ها  فعالیت  شناسایی  برای  فن  این  از  است. 
مدارهای سیناپسی استفاده می‌شود. در این تکنیک با بیهوشی 
استفاده  تنگستن  روکش  با  فلزی  الکترودهای  از  مدت  طولانی 
می‌شود. در پایان کار به‌منظور تعیین محل الکترود از القاي جریان 
شدید تخریب‌کنندۀ بافت به الکترود استفاده می‌گردد )24 ،22(. 

چگونگی ثبت امواج دریافت شده
امواج  تقویت‌کننده‌های  و  آمپلی‌فایرها  به  الکترودها  از  یک  هر 
تبدیل‌کنندۀ  سیستم  به  شده  تقویت  امواج  می‌شوند.  متصل 
اطلاعات آنالوگ به دیجیتال منتقل و روی صفحۀ نمایشگر به 

تصویر کشیده می‌شوند )تصویر 2 الف و ب(-)25(.

6 Spike potential field

تصویــر 2- نمایــی از اجــزای سیســتم ثبــت و ضبــط امــواج مغــزی. الــف( ســیگنال‌های دریافــت شــده توســط الکترودهــا بــه کمــک آمپلی‌فایرهــا تقویــت و بــه سیســتم مبــدل اطلاعــات 
منتقــل می‌شــوند. اطلاعــات از آنالــوگ )A( بــه حالــت دیجیتــال )D( درآمــده و بــه رایانــه منتقــل و ضبــط می‌گــردد. ب( نمونــه‌ای از امــواج الکتروکورتیکوگرافــی کــه بــر روی نمایشــگر 

بــه تصویــر کشــیده شــده اســت.
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In vitro ثبت پتانسیل‌های میدانی به روش
حیوان  ابتدا   ،In vitro روش  به  میدانی  پتانسیل‌های  ثبت  در 
با گیوتین سر  و  بیهوش شده  )به‌طور متداول موش صحرایی( 
حیوان جدا می‌گردد. پوست و استخوان‌های جمجمه را از روی 
آسیب  بدون  مخصوص  قاشقک  با  مغز  و  برداشته  مغز  سطح 
رساندن به بافت و ساختار مغز خارج می‌گردد )26(. مغز خارج 
 4 دمای  با   7)ACSF( نخاعی مصنوعی  مغزی  محلول  در  شده 
درجۀ سانتي‌گراد قرار داده می‌شود. تمامی این مراحل به‌منظور 
زنده ماندن بافت عصبی باید در مدت 35-30 ثانیه انجام شود. 
 ACSF لذا برای انجام ثبت در محیط آزمایشگاهی باید محلول

قبل از شروع کار آماده گردد. 
این محلول شامل املاح و نمک‌هایی مشابه ترکیبات یونی مایع 
مغزی -نخاعی است و حاوی آب مقطر،مNaClم، KClم، MgSo4م، 
با  همیشه  و  می‌باشد  گلوکز  و   CaCl2 NaHCo3م،  NaH2Po4م، 

تا  کربوژنه می‌شود  اکسید کربن  و دی  اکسیژن  گازی  مخلوط 
اسیدیته محلول در سطح 7/4=مpH حفظ گردد )28 ،27(. 

به  شده  خارج  نمونۀ  مغز،  بافت  متابولیسم  شدن  کم  به‌منظور 
مدت 10 دقیقه در محلول ACSF سرد شده باقی می‌ماند. سپس 
ناحیۀ انتخاب شده برای آزمایش با دقت از بقیه نواحی مغز جدا 
شده و بر روی صفحۀ مخصوص ویبراتوم )دستگاه برش( چسبانده 
می‌شود. در صفحۀ مخصوص ویبراتوم نیز ACSF جریان دارد. از 
تهیه  میکرومتری   350-400 برش‌های  شده،  استخراج  نمونۀ 
شده و به اتاقک نگهداری منتقل می‌شود )تصویر 3(. این اتاقک 
به 37 درجۀ سانتی‌گراد  را  و دمای محلول  پر شده   ACSF از 
اتاقک شناور  این  در  به مدت 1/5-1 ساعت  برش‌ها  می‌رساند. 
اتاقک  به  میدانی  پتانسیل‌های  ثبت  به‌منظور  سپس  و  شده 

مخصوص ثبت منتقل می‌شوند )30 ،29 ،27(.

برای ثبت امواج از برش‌های مغزی، نمونه‌های شناور در اتاقک 
سیستم  این  می‌گردد.  منتقل  امواج  ثبت  سیستم  به  نگهداری 

شامل بخش‌های ذیل می‌باشد:
1- الکترود ثبات: این الکترود از جنس شیشه با قطر خارجی 
1/5 میلی‌متر می‌باشد و با محلول نمکی NaCl با غلظت 2 مولار 

پر می‌شود )تصویر 4 الف(. 
2- الکترود تحریک: که از جنس تنگستن یا پلاتین یا نقره 

می‌باشد )تصویر 4 ب(. 
شده  داده  نشان   5 تصویر  در  که  مکانیکی8:  بازوی  ریز   -3
است، بازویی است که الکترودها بر روی آن ثابت شده و امکان 
حرکت و تنظیم محل قرارگیری الکترودها را بر روی بافت فراهم 

می‌کند. 
است  نگهداری  اتاقک  به  شبیه  اتاقکی  که  ثبت:  اتاقک   -4
در  و همیشه  گذاشته شده  مغزی  برش‌های  از  یکی  آن  در  و 
معرض ACSF کربوژنه با سرعت 3-2 میلی‌لیتر در دقیقه قرار 

می‌گیرد. 
از  اطمینان  و  نمونه  به‌منظور مشاهدۀ  5- میکروسکوپ: که 
بر روی  الکترودها در محل مورد نظر  قرار دادن  درستي محل 

بافت بکار می‌رود )تصویر 5(. 
با  الکتریکی  جریان  یک  دستگاه  این  تحریک9:  6- دستگاه 
شدت، فرکانس و مدت مشخص به الکترود تحریک که بر روی 

بافت مغزی قرار گرفته، منتقل می‌نماید. 

دستگاه  این  امواج:  کنندۀ  تقویت  یا  آمپلی‌فایر   -7
به  و  تقویت کرده  را  ثبات  الکترودهای  از  ارسالی  سیگنال‌های 

کامپیوتر ارسال می‌نماید. 

7 Artificial cerebrospinal fluid
8 Micromanipulator
9 Stimulator

ــن اتاقــک حــاوی ACSF می‌باشــد کــه  ــر 3- اتاقــک نگهــداری برش‌هــای تهیــه شــده از مغــز مــوش. ای تصوی
ــد. ــان می‌ده ــده را نش ــه ش ــای تهی ــش برش‌ه ــت فل ــود. علام ــه می‌ش ــم کربوژن ــور داي به‌ط

ــط  ــی در محی ــت پتانســیل میدان ــتفاده در ثب ــورد اس ــای م ــی از الکتروده ــر 4- نمای تصوی
آزمایشــگاهی. الــف( یــک نمونــه الکتــرود ثبــات شیشــه‌ای. ب( یــک نمونــه الکتــرود تحریــک 

از جنــس تنگســتن.
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8- رایانه: که در آن نرم افزار مخصوص ثبت پتانسیل میدانی 
به‌منظور دریافت اطلاعات ثبت از الکترود ثبات و آنالیز موج‌های 

ثبت شده، تعبیه شده است )31 ،29(.
الکترودها  اتاقک ثبت،  به  انتقال برش مغزی مورد نظر  از  پس 
بر اساس مطالعۀ محقق بر روی محل مورد نظر قرار می‌گیرند. 
دستگاه تحریک با القاء جریان الکتریکی با ویژگی‌های مشخص 
به الکترود می‌تواند یک پتانسیل برانگیخته شده را در بافت مورد 
آزمایش، ایجاد نماید. این پتانسیل میدانی برانگیخته را می‌توان 
به کمک الکترود شیشه‌ای ثبات دریافت نمود )32 ،29(. امواج 
دریافت شده به کمک آمپلی‌فایرها تقویت می‌گردند. تا این مرحله 
اطلاعات دریافت شده به شکل آنالوگ هستند. لذا اطلاعات قبل 
از انتقال به رایانه به کمک دستگاه دیجیتالایزر10 از حالت آنالوگ 
به حالت دیجیتال تبدیل می‌شوند. سپس امواج بر روی نمایشگر 

رایانه به تصویر کشیده شده و ضبط می‌گردند )33(. 
مزایا و معایب

 In روش  به  سلولی  خارج  میدانی  پتانسیل‌های  ثبت   :In vivo
آن  مزیت  اولین  دارد.  تحقیقات  حوزۀ  در  بارز  مزیت  سه   vivo

در  تغییر  هرگونه  که  معنی  بدین  است.  زمانی11  بالای  دقت 
فعالیت الکتریکی مغز با تأخیر زمانی بسیار اندک ثبت می‌گردد. 
فاصلۀ  در  می‌توانند  الکتروکورتیکوگرافی  پیشرفتۀ  فناوری‌های 
زمانی کمتر از یک میلی‌ ثانیه یا کمتر، تغییرات الکتریک مغز را 
ثبت نمایند. از دیگر مزایای این تکنیک می‌توان به ارزان بودن 
تجهیزات لازم برای این روش در مقایسه با سایر روش‌ها اشاره 
نمود )35 ،34(. همچنین در این تکنیک بدون بر هم ریختن 
ساختار کلی مغز می‌توان فعالیت الکتریکی نواحی مختلف آن را 

بررسی نمود )36(.
مکانی  افتراق  در  به ضعف  می‌توان  تنها  تکنیک  این  معایب  از 
)SR(12 تغییرات الکتریکی مغز اشاره نمود. پتانسیل‌های میدانی 
ثبت شده در این روش توسط تعداد فراوانی از یک جمعیت نورونی 
تولید شده است. لذا SR یک الکترود منفرد حداقل بین نیم تا یک 
سانتی‌متر می‌باشد. از این رو با کاشت الکترودهای متعدد در کنار 
هم ممکن است تغییرات الکتریکی مغز توسط چندین الکترود 
مجاور ثبت شده و در نتیجه توانایی تشخیص محل دقیق تغییرات 
الکتریکی زایل گردد. به همین دلیل این تکنیک برای تشخیص 

منبع و محل دقیق فعالیت‌های مغزی مناسب نیست )37 ،36(.

ــازوی مکانیکــی، میکروســکوپ و اتاقــک  ــز ب ــر 5- نمایــی از اجــزای تشــکیل‌دهندۀ سیســتم ثبــت. اجــزای ایــن سیســتم شــامل ری تصوی
ــای  ــا دم ــرض ACSF ب ــدت در مع ــام م ــرش در تم ــت اســت. ب ــام ثب ــور انج ــرش به‌منظ ــتن ب ــت محــل نگه‌داش ــک ثب ــد. اتاق ــت می‌باش ثب
ــا دقــت  ــازوی مکانیکــی نصــب شــده و ب ــر روی ب 32-30 درجــۀ ســانتی‌گراد اســت کــه کربوژنــه می‌شــود. الکترودهــای ثبــات و تحریــک ب
ــا بزرگنمایــی Xا40 امــکان مشــاهدۀ  ــالای اتاقــک ثبــت قــرار گرفتــه و ب ــر روی ســطح بــرش قــرار داده می‌شــوند. میکروســکوپ در ب ــالا ب ب

ــد. ــم می‌کن ــح را فراه ــکان صحی ــا در م ــرار دادن الکتروده ــرش و ق ب

10 Digitalizer
11 High temporal resolution
12 Spatial resolution

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


مقــاله مـــــروري

90909191

دوره سوم، شماره دوم، بهار 1394

In vitro: ثبت از برش‌های مغزی در محیط آزمایشگاهی دارای 
فواید و قابلیت‌هایی است که در موجود زنده به علت محدودیت‌های 
موارد  به  می‌توان  فواید  این  جملۀ  از  نیست.  امکان‌پذیر  موجود 
زیر اشاره کرد: 1- آماده‌سازی سریع برش‌های مغزی. 2- کنترل 
ساده و راحت شرایط آزمایشگاهی و آماده‌سازی مراحل انجام کار. 
3- مشاهدۀ مستقیم ساختار برش تهیه شده و امکان قرارگیری 
درست الکترودها در جایگاه مورد نظر و مطلوب. 4- از بین رفتن 
خارج  فضای  بودن  دسترس  در  نتیجه  در  و  -مغزی  خونی  سد 
سلولی برای انتشار مواد و داروها. 5- حفظ یکپارچگی و ساختار 

بافت مورد نظر برخلاف محیط کشت سلولی )27(.
البته ثبت از برش‌های مغزی دارای محدودیت‌هایی نیز می‌باشد 
که عبارت‌اند از: 1- از بین رفتن ورودی‌ها و خروجی‌های نورون‌ها 
به  آسیب   -2 دارد.  وجود  نخورده  دست  مغز  در  آنچه  همانند 
قسمت‌هایی از برش به‌خصوص بالا و پایین سطوح برش به علت 
عملیات تهیۀ برش. 3- محدود بودن مدت زمان زنده نگه‌داشتن 
بافت مغزی. 4- تأثیراتی که ممکن است کمبود اکسیژن در زمان 
کشتن حیوان بر روی برش‌های تهیه شده بگذارد 5- عدم وجود 
عدم  است  ممکن  و  دارد  وجود  بدن  در  که  فاکتورهایی  و  مواد 
تأثیر  مصنوعی  محیط  در  شده  تهیه  برش  روی  بر  آنها  حضور 

نامطلوبی داشته باشد )38 ،22(.
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