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اص فـبس اػوضٕ خَى اػت ٍ پشٍتئ٘ي حبهل  دسكذ 80هؼئَل حذٍد  تشٗي پشٍتئ٘ي هَخَد دس پلاػوبٕ خَى اػت کِفشاٍاى (HSA) آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ .چکیدُ

( ثش ً٘تشات پلات٘ي ؿذُ ٍ ضذػشطبًٖ پلات٘ي )فٌ٘ل اٗضٍپٌت٘ل گلاٗؼ٘يػٌتض. دس اٗي هطبلؼِ اثش خبًجٖ کوپلکغ تبصُؿَدهٖ داسٍّب ً٘ض للوذادثؼ٘بسٕ اص تشک٘جبت اص خولِ 

ػبصٍکبس کٌؾ ٍ تؼ٘٘ي خبٗگبُ اتلبل کوپلکغ، ًحَُ ثشّن ،دس اٗي هطبلؼِ تدشثٖ، اثش خبًجٖ کوپلکغ ثشسػٖ ؿذ. ،ٖاًؼبً ػشم آلجَه٘ي ،حبهل خَى پشٍتئ٘يػبختبس 

تحل٘ل ط٘ف  ؿذ. ِگشاد هطبلؼػبًتٖ ٔدسخ 37ٍ  25ًوبٖٗ حلمَٕ( دس دٍ دهبٕ ػٌدٖ )فلَئَسػبًغ ٍ دٍسًگّبٕ هختلف ط٘فاص طشٗك سٍؽ HSAآى ثش 

ثؼذٕ پشٍتئ٘ي اص طشٗك ػبصٍکبس خبهَؿٖ ٍ تغ٘٘ش دس ػبختبس ػِ راتٖ هَخت کبّؾ ًـش فلَئَسػبًغ ثِ پشٍتئ٘ي اٗي کوپلکغ افضٍدىفلَئَسػبًغ ًـبى داد کِ 

٘ي تحل٘ل پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي هحبػجِ ؿذ. ّوچٌ ثشٍلوش ٍ ثبثت اتلبل کوپلکغ -ّبٕ اتلبل، ثبثت خبهَؿٖ اؿتشىتؼذاد خبٗگبُ ؿَد.ّبٕ هَخَد دس پشٍتئ٘ي هٖتشٗپتَفبى

دّذ کِ کوپلکغ پلات٘ي ػبختبس دٍم پشٍتئ٘ي سا اص طشٗك کبّؾ ػبختبس هٌظن هبسپ٘چ آلفب ٍ افضاٗؾ ػبختبسّبٕ كفحبت ثتب تغ٘٘ش ًوبٖٗ حلمَٕ ًـبى هٖط٘ف دٍسًگ

 تَاًذ ثِ پشٍتئ٘ي حبهل خَىٌتضٕ پلات٘ي هٖدٌّذ کِ اٗي کوپلکغ خذٗذ ػًتبٗح فَق ًـبى هٖ ثبؿذ.ي هٖ٘گش کبّؾ پبٗذاسٕ ػبختبس دٍم پشٍتئدّذ کِ ث٘بىهٖ

(HSA)  اه٘ذ اػت ًتبٗح تحم٘ك حبضش ساّگـبٕ اػتػٌتضؿذُ هطشح اثش خبًجٖ داسٍٕ تبصُ هثبثِاٗي هَضَع ثِ  .ٍ ػبختبس دٍم ٍ ػَم آى سا تغ٘٘ش دّذ ؿَدهتلل .

 .ثبؿذػٌتض ٍ طشاحٖ تشک٘جبتٖ ثب ػَاسم خبًجٖ کوتش دس ؿ٘وٖ دسهبًٖ 

 ًوبٖٗ حلمَٕآلجَه٘ي اًؼبًٖ، کوپلکغ پلات٘ي، فلَئَسػبًغ، دٍ سًگ .کلیدیّای ٍاشُ
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Abstract. Human serum albumin (HSA) is the most abundant protein in blood plasma, which is responsible for 80% of 

blood pressure; it also acts as a carrier protein for many compounds in the blood such as drugs. In the present study, the 

interaction and side-effects of a newly-designed anti-cancer compound of isopentyl-glycine1, 10-phenanthroline 

Platinum nitrate on HSA have been investigated. In this investigation, the side effects, values of the number of binding 

sites and the association binding constants of new synthesized Pt(II) complex have been studied by different 

spectroscopic (fluorescence and circular diachronic (CD) techniques at different temperatures of 25 and 37 °C. The 

analysis of fluorescence spectra showed that the addition of the complex led to a significant reduction in the 

fluorescence spectra of HSA via quenching mechanism. Also, it can change the three-dimensional structure of 

tryptophan existing in the protein. The number of binding sites, the Stern-Volmer quenching constant and the 

association constant of the complex were calculated on the HSA protein. The analysis of circular dichroic spectra 

showed that the complex can change the regular secondary structure of the protein via reduction of α helical structure 

and increase of β sheet structure which indicates a decrease in the stability of the protein. According to the results 

obtained, it can be concluded that this new synthesized Pt(II) complex can bind to the main blood carrier protein (HSA) 

and change the secondary and tertiary structure of the protein which can be considered as the side-effects of this drug. 

Keywords. HSA, platinum complex, fluorescence, side effects, thermodynamic parameters 
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 هقدهِ

تشٗي ٍ دس ػ٘ي حبل (  ٗکٖ اص اكلHSAٖ) آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ

ّبٕ هَخَد دس پلاػوبٕ خَى اػت کِ تشٗي پشٍتئ٘يفشاٍاى

سٗـٔ  585كشفبً اص ٗک صًد٘شُ پپت٘ذٕ ػبختِ ؿذُ ٍ داسإ 

ّبٕ اٗي پشٍتئ٘ي تٌظ٘ن فـبس تشٗي ًمؾآهٌَ٘اػ٘ذٕ اػت. اص هْن

% اص 80٘ي هؼئَل حذٍد خَى اػت. اٗي پشٍتئ pHاػوضٕ دس 

ػلاٍُ داسإ خَاف آًضٗوٖ اػت ٍ فـبس اػوضٕ خَى اػت؛ ثِ

ّوچٌ٘ي ثِ ػٌَاى پشٍتئ٘ي حبهل ٍ هخضى ثشإ ثؼ٘بسٕ اص 

ّبٕ ّب ٍ َٗىتشک٘جبت اصخولِ اػ٘ذّبٕ چشة، داسٍّب، هتبثَل٘ت

 (. (Ascnzi et al., 2010کٌذفلضٕ ػول هٖ

ّبٕ تشٗي پشٍتئ٘يکَچکپشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ ٗکٖ اص 

هَخَد دس پلاػوبٕ خَى اػت. اًذاصُ ٍ ّوچٌ٘ي فشاٍاًٖ اٗي 

پشٍتئ٘ي گَٗبٕ اٗي حم٘مت اػت کِ ثؼ٘بسٕ اص تشک٘جبت 

 ؿًَذاٗي پشٍتئ٘ي حول هٖ ٍػ٘لِهتبثَل٘ک ٍ داسٍّبٕ دسهبًٖ ثِ

(Iglesias et al., 2015.) اکثش ل٘گبًذّب ثِ كَست ثشگـت-

 اًذ ٍ ثبثت پًَ٘ذ آًْب دس هحذٍدُلل ؿذُپزٗش ثِ پشٍتئ٘ي هت

10
4
-10

6 M
ثبؿذ. هـخق ؿذُ اػت کِ آلجَه٘ي ػشم هٖ 1-

کٌذ، ثٌبثشاٗي، اٗي اًؼبًٖ تمشٗجبً ّش هَلکَل کَچکٖ سا هٌتمل هٖ

کشدى ثِ هثبثِ حبهل هَلکَلٖ إ ثشإ ػولپشٍتئ٘ي تَاًبٖٗ ثبلمَُ

 کٖ ٍ كٌؼتٖ داسدٗب ًبًَحبهل ثِ هٌظَس اّذاف کلٌ٘٘کٖ، ثَ٘ف٘ضٗ

(Shi et al., 2015.) 

ّبٕ هتؼذدٕ اصخولِ خشاحٖ، پشتَدسهبًٖ ٍ اهشٍصُ سٍؽ

 Knoll et) دسهبًٖ ٍ غ٘شُ ثشإ دسهبى ػشطبى ٍخَد داسد ؿ٘وٖ

al., 2015) ّبٖٗ ّب ػلِ٘ ػشطبىاٗي دسهبىصهبى اص ّن ٓاػتفبد

ؿًَذ هثل ػشطبى طَس ػشٗغ ٍ غ٘شهؼوَل دس ثذى پخؾ هٖکِ ثِ

-ثش ػلَلؿَد، اهب داسٍّبٕ ؿ٘و٘بٖٗ ػلاٍُخَى ثِ کبس گشفتِ هٖ

ّب ٍ ّبٕ ػبلن ٍ ػَاهل هف٘ذ هثل آًضٗنّبٕ ػشطبًٖ، ػلَل

ّبٕ دٌّذ. ثبفتػَثؼتشإ آًْب سا ً٘ض ّذف حولِ لشاس هٖ

ّبٕ هغض اػتخَاى، دػتگبُ گَاسؽ ٍ دفغ ادساس ثل ثبفتحؼبع ه

-کِ فؼبل٘ت صٗبد ٍ ظشٗف داسًذ، ث٘ـتشٗي كذهِ سا هتحول هٖ

ؿًَذ. اص طشفٖ، دسهبى ثِ سٍؽ خشاحٖ ً٘ض هَفم٘ت چٌذاًٖ دس 

دسهبى ػشطبى ثِ دًجبل ًذاسد. ثٌبثشاٗي اًتخبة ًَع داسٍ ثشحؼت 

إ کِ هخلَكبً هشحلِػَاهلٖ هبًٌذ ًَع تَهَس، اًذاصُ، هحل ٍ 

دسهبًٖ تَاًذ ػبهل هَثشٕ دس ؿ٘وٖتَهَس دس آى لشاس داسد، هٖ

 (.Han et al., 2015) ثبؿذ

آًْب ػلِ٘ سؿذ  ثَدى داسٍّبٕ ضذػشطبى ٍ اًتخبةثِ دل٘ل ػوٖ

گ٘شًذ ّبٕ ػبلن ً٘ض دسهؼشم خطش لشاس هّٖب، ثبفتػشٗغ ػلَل

َْع، سٗضؽ هَ، ٍ ػَاسم خبًجٖ ًبخَؿبٌٗذٕ اص خولِ حبلت ت

ؿذى گَاسؿٖ ثِ دًجبل داسد. هـکل دٍم خًَٖ ٍ ػوٖکن

-ّبٕ ػشطبًٖ دس ثشاثش داسٍػت کِ هَخت پبٗ٘يهمبٍهت ػلَل

ثَدى ٍ ؿَد. اٗي دٍ ػبهل ػوٖآهذى ظشف٘ت ٍ کبساٖٗ داسٍ هٖ

همبٍهت داسٍ، دلاٗل اكلٖ تحم٘مبت ٍػ٘غ دسثبة داسٍّبٕ 

 (.Ho, 2006) ػتضذػشطبى ٍ ثشسػٖ اثش دسهبًٖ آًْب ا

ّب ؿبهل ّبٕ فلضٕ دس دسهبى ثؼ٘بسٕ اص ث٘وبسٕکوپلکغ

ػشطبى، آًوٖ، آهبع هفبكل، التْبة هضهي، ػفًَت ثبکتشٗبٖٗ ٍ 

ّبٕ گَاسؿٖ کبسثشد داسًذ. داسٍّبٕ پلاتٌٖ٘ ًمؾ ث٘وبسٕ

اٍل٘ي . کٌٌذکل٘ذٕ ث٘ي ػَاهل ضذػشطبى ثشپبِٗ فلض ثبصٕ هٖ

تشت٘ت کشثَپلات٘ي ٍ ِد ٍ ثؼذ ثًؼل اٗي داسٍّب ػ٘غ پلات٘ي ثَ

 ,Lebwohl & Canetta) ػشضِ ؿذًذ اگضالٖ پلات٘ي ثِ ثبصاس

1998). 

پلات٘ي( ثشإ دسهبى اػتفبدُ اص داسٍّبٕ پلات٘ي )هبًٌذ ػ٘غ

ّبٕ فلضٕ دس دسهبى دٌّذٓ تَاًبٖٗ اٗي کوپلکغػشطبى، ًـبى

 ّبٕ فلضٕ گشٍُ پلاتٌَ٘٘م، داسإ پتبًؼ٘ل حولِاػت. کوپلکغ

تَهَس اػت. ثِ اٗي هٌظَس، دس ّبٕ ػشطبًٖ ثِ هٌضلِ آًتٖثِ ػلَل

ػٌتضؿذُ )فٌ٘ل کٌؾ داسٍٕ تبصُاٗي تحم٘ك ثِ ثشسػٖ ثشّن

ّبٕ پلات٘ي اٗضٍپٌت٘ل گلاٗؼ٘ي پلات٘ي ً٘تشات( اص دػتِ کوپلکغ

( ثِ هٌظَس ثشسػٖ اثش HSA) تشٗي پشٍتئ٘ي حبهل خَىثب هْن

هح٘ط ٍ ف٘ضَٗلَطٗک پشداختِ خبًجٖ داسٍٕ ػٌتضٕ دس دهبّبٕ 

 ؿذُ اػت.

 ّاهَاد ٍ رٍش

 هَاد

( فبلذ اػ٘ذ چشة ثب دسخٔ خلَف HSAآلجَه٘ي ػشم اًؼبى )

 اص ػ٘گوب خشٗذاسٕ ؿذ. A1653-1Gکذ  بثدسكذ  99ثبلإ 

گلاٗؼ٘ي پلات٘ي ً٘تشات ً٘ض دس آصهبٗـگبُ اٗضٍپٌت٘لکوپلکغ فٌ٘ل
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ؿذُ اص ؿشکت ٕػذٗن خشٗذاسًوک کلشٗذ. ؿٌبػبٖٗ ٍ ػٌتض ؿذ

Merck  کبس گشفتِ ؿذ.هَلاس ثِه٘لٖ 5ثشإ تِْ٘ حلال 

 ّا رٍش

 هطالعات فلَئَرساًس

ثشإ ثشسػٖ تغ٘٘شات ػبختبس ػَم آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ دس اثش 

 :اػتفبدُ ؿذ Caryهذل فلَسػبًغ ػٌح ط٘فاتلبل داسٍ اص 

 500 ّبٕ هخلَف ثب حدندس اٗي آصهبٗؾ، ثِ کٍَت

 ٍ هَلاسه٘لٖ 5 ػذٗنکلشٗذثبفش ه٘کشٍل٘تش 400، ه٘کشٍل٘تشٕ

طَل هَج  .اضبفِ ؿذه٘کشٍهَلاس  24ثب غلظت  HSAهحلَل 

تب   295ث٘ي ًـشٕ هحذٍدُ طَل هَج  ًبًَهتش ٍ 290دس تحشٗکٖ 

 هختلف ّبٕلشاس دادُ ؿذ ٍ آصهبٗؾ دس غلظت ًبًَهتش 500

، 54، 46، 40، 31، 15،23، 8افضاٗـٖ اص کوپلکغ پلات٘ي )كفش، 

ٍ دس دٍ ه٘کشٍ هَلاس(  113ٍ  106، 98، 91، 84، 76، 69، 62

-دس ّش ثبس اضبفِ اًدبم گشفت.گشاد ػبًتٖ ٔدسخ 37ٍ  25دهبٕ 

دل٘مِ ثب پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي  3کشدى کوپلکغ پلات٘ي ثِ هذت 

 ثبس تکشاس ؿذًذ. 3ّب حذالل اًکَثِ ؿذ. آصهبٗؾ

 Circular)ًوایی حلقَیهطالعِ طیف دٍرًگ

Dichroism) 

ًوبٖٗ حلمَٕ دس ًبحِ٘ فشاثٌفؾ دٍس ٗؼٌٖ طَل هطبلؼٔ دٍسًگ

ًبًَهتش کِ هطبثك ثب خزة پًَ٘ذّبٕ پپت٘ذٕ  260تب  190هَج 

اًدبم ؿذ.  215ٍػ٘لِ دػتگبُ اػپکتشٍپلاسٗوتش هذل اػت، ثِ

ّذف اص تحل٘ل هضثَس دػتشػٖ ثِ ه٘ضاى ػبختبسّبٕ دٍم هٌظن 

غ٘٘شات ًبؿٖ اص اتلبل کوپلکغ پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ ٍ ت

گشاد ٍ ثب طَل هؼ٘ش ًَس ػبًتٖ دسخٔ 25پلات٘ي ثِ آى دس دهبٕ 

 8هتش اػت. غلظت پشٍتئ٘ي هَسد ً٘بص ثِ اٗي هٌظَس ػبًتٖ 1/0

ه٘کشٍهَلاس ثَدُ ٍ تغ٘٘شات دس ػبختبس دٍم پشٍتئ٘ي حبكل اص 

دل٘مِ اًکَثبػَ٘ى ثشسػٖ  3اص کٌؾ کوپلکغ فَق پغثشّن

ػت. خْت ثشسػٖ تغ٘٘شات کوٖ دس هحتَإ ػبختبس دٍم ؿذُ ا

 اػتفبدُ ؿذ. CDNNافضاس پشٍتئ٘ي اص ًشم

 ًتایج

 هطالعات فلَرساًس ذاتی

فلَسػبًغ ٗک تکٌ٘ک ثؼ٘بس لَٕ ثشإ هطبلؼِ ػبختبس، 

ّبٕ پشٍتئٌٖ٘ هَخَد دس دٌٗبه٘ک ٍ خلَك٘بت اتلبلٖ هَلکَل

ٍٗظُ ػ٘ذّب، ثِّب ثِ دل٘ل حضَس آهٌَ٘اهحلَل اػت. پشٍتئ٘ي

تشٗپتَفبى، ت٘شٍصٗي ٍ فٌ٘ل آلاً٘ي داسإ فلَئَسػبًغ راتٖ اػت. 

فلَئَسػبًغ راتٖ آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ ًت٘دٔ حضَس تٌْب سٗـٔ 

 Rebwohlدس حفشٓ ّ٘ذسٍفَة اػت ) (Trp-214)تشٗپتَفبى 

& Canetta, 1998 .) 

تغ٘٘شات دس ط٘ف ًـشٕ فلَئَسػبًغ آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ دس 

ّبٕ هختلف کوپلکغ پلات٘ي دس دٍ ة ٍ دس حضَس غلظتغ٘ب

ًـبى دادُ  2ٍ  1ّبٕ گشاد دس ؿکلدسخٔ ػبًتٖ 37ٍ  25دهبٕ 

کشدى اٗي ؿَد اضبفِطَس کِ هـبّذُ هٖؿذُ اػت. ّوبى

ثِ کبّؾ چـوگ٘شٕ دس ط٘ف ًـشٕ کوپلکغ هٌدش

پشٍتئ٘ي دس ّش دٍ دهبٕ هح٘ط ٍ  Trp214فلَئَسػبًغ 

کٌؾ إ اص ثشّناٍلِ٘ ٔؿَد کِ ًـبًهٖف٘ضَٗلَطٗک هٌدش 

 کوپلکغ پلات٘ي ثب آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ اػت. 

دّذ کِ ثب افضاٗؾ غلظت کوپلکغ ًـبى هٖ 3ّوچٌ٘ي ؿکل 

کبّؾ فبحـٖ دس ًـش هبکؼ٘ون پشٍتئ٘ي ٗب خبهَؿٖ دس ًـش 

ؿَد تب راتٖ پشٍتئ٘ي دس ّش دٍ دهبٕ تحت هطبلؼِ هـبّذُ هٖ

د کوپلکغ همذاس اٗي کبّؾ کوتش ؿذُ ّبٕ صٗباٌٗکِ دس غلظت

 سػذ. ٍ ثِ حبلت اؿجبع هٖ
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ه٘کشٍهَلاس اص  113ٍ  106، 98، 84،91، 69،76، 62، 54، 46، 40، 31، 23، 15، 8ّبٕ كفش، ط٘ف فلَئَسػبًغ پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم اًؼبى دس حضَس غلظت -1ؿکل 

 گشاد.دسخٔ ػبًتٖ 25کوپلکغ پلات٘ي دس دهبٕ 

Fig. 1. The fluorescence spectra of human serum albumin in the presence of various concentration of Pt complex (0, 8, 

15, 23, 31, 40, 46, 54, 62, 69, 76, 84, 91, 98, 106, 113 μM) at 25 °C. 
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ه٘کشٍهَلاس اص  113ٍ  106، 98، 84،91، 69،76، 62، 54، 46، 40، 31، 23، 15، 8ش، ّبٕ  كفط٘ف فلَئَسػبًغ پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم اًؼبى دس حضَس غلظت -2 ؿکل

 گشاد.دسخٔ ػبًتٖ 37کوپلکغ پلات٘ي دس دهبٕ 

Fig. 2. The fluorescence spectra of human serum albumin in the attendance of various concentration of Pt complex (0, 

8, 15, 23, 31, 40, 46, 54, 62, 69, 76, 84, 91, 98, 106, 113 μM) at 37 °C. 
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 106، 98، 84،91، 69،76، 62، 54، 46، 40، 31، 23، 15، 8ّبٕ هتفبٍت  کوپلکغ پلات٘ي   تغ٘٘شات دس ًـش هبکضٗون پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم دس حضَس غلظت -3ؿکل 

 گشاد.دسخٔ ػبًتٖ(  ○) 37( ٍ  ●) 25ه٘کشٍهَلاس(  دس دٍ دهبٕ  113ٍ 

 

Fig. 3. Changes in maximum fluorescence intensity of HSA in the presence of different concentrations of Pt (II) 

complex (8, 15, 23, 31, 40, 46, 54, 62, 69, 76, 84, 91, 98, 106, 113 μM) at different temperatures of 27 (●) and 37 °C 

(○). 

 

ثِ هٌظَس تؼ٘٘ي ػبصٍکبس خبهَؿٖ، ًتبٗح فلَسػبًغ اصطشٗك 

 ,Sabin & Sadler) ( تحل٘ل ؿذ 1ٍلوش )هؼبدلِ  -هؼبدلِ اػتشى

2009:) 

 (1(                                        F0/F=1+Ksv[Q] 

تشت٘ت هج٘ي ؿذت ًـش فلَئَسػبًغ ثِ F0   ٍFدس هؼبدلٔ فَق، 

کٌٌذُ )کوپلکغ َس خبهَؽراتٖ پشٍتئ٘ي دس غ٘بة ٍ حض

غلظت  [Q]ٍلوش ٍ  –ثبثت خبهَؿٖ اػتشى   Ksvپلات٘ي(،  

 کٌٌذُ اػت.خبهَؽ

تَاًذ ًت٘دِ تشک٘جٖ اصػبصٍکبس هٌحٌٖ غ٘شخطٖ اؿتشى ٍلوش هٖ

ػلت غلظت ثبلإ خبهَؿٖ اص ًَع اػتبت٘ک ٍ دٌٗبه٘ک ٗب ثِ

 ,.Giovagnini et al)ل٘گبًذّبٕ اطشاف فلَسٍفَس ثبؿذ 

 ؿَد.هـبّذُ هٖ 4کِ دس ؿکل ( 2005
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 گشاد.(  دسخٔ ػبًتٖ○) 37(  ٍ ●) 25دس دٍ دهبٕ  [Q]کٌٌذُ دس همبثل خبهَؽ  F0/Fٍلوش  -ًوَداس اؿتشى -4ؿکل 

Fig. 4. The Stern–Volmer plots of the interaction between Pt (II) complex and quencher at 25 (●) and 37 ºC (○). 
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خْت تخو٘ي دل٘ك ًَع ػبصٍکبس خبهَؿٖ ٍ همبدٗش ثبثت 

 -ؿذُ اػتشىٍلوش دس دٍ دهب، اص هؼبدلِ اكلاح -خبهَؿٖ اؿتشى

 (:Zhang et al., 1998( اػتفبدُ ؿذ )2ٍلوش )هؼبدلِ 

                        (2                )F=F0/F0-F=1/ƒaKsv[Q] + 

1/ƒa /∆ F0     

کؼشٕ اص فلَسػبًغ اٍلِ٘ اػت کِ دس  aƒکِ دس اٗي هؼبدلِ 

 کٌٌذُ لشاس داسد.دػتشع خبهَؽ

دس همبثل  F0 / F0-Fدّذ ًوَداس ًـبى هٖ 5طَسکِ ؿکل ّوبى

1/[Q] ِتَاى همبدٗش آهذُ کِ هٖدػتثِ كَست خط ساػتٖ ثaƒ 

 ٍKsv ٘ت اٗي ًوَداس ثِ سا ثِ تشت٘ت اص همبدٗش ػشم اص هجذأ ٍ ؿ

ٍلوش  –آٗذ. ّوچٌ٘ي همذاس ثبثت خبهَؿٖ اػتشى دػت هٖ

طَس کِ هـبّذُ آهذُ اػت. ّوبى 1هحبػجِ ؿذُ ٍ دس خذٍل 

ؿذت ٍاثؼتِ ثِ دهبػت. ثِ ث٘بى دٗگش، ثب ؿَد اٗي همذاس ثِهٖ

 کبّؾ  Ksvگشاد همذاس دسخٔ ػبًتٖ 37ثِ  25افضاٗؾ دهب اص 

ْن ثبلإ ػبصٍکبسّبٕ خبهَؿٖ اص ًَع دٌّذٓ ػٗبثذ کِ ًـبىهٖ

 اػتبت٘ک اػت.

ثشإ آلجَه٘ي اًؼبًٖ دس حضَس کوپلکغ دس دٍ دهبٕ  aƒهمبدٗش 

ثِ دػت آهذ؛   7.4ٍ  1.41گشاد ثِ تشت٘ت  دسخِ ػبًتٖ 37ٍ  25

% اص فلَسٍفَس پشٍتئ٘ي تحت تأث٘ش 92.6%  ٍ 98.59ثذٗي هؼٌٖ کِ 

گشاد دسخٔ ػبًتٖ 37ٍ  25کوپلکغ پلات٘ي ثِ تشت٘ت دس دهبّبٕ 

 لشاس گشفتِ اػت.
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 گشاد.ػبًتٖ ٔ( دسخ○) 37( ٍ ●) 25دس دٍ دهبٕ  2ثش طجك هؼبدلِ  [Q]/1دس همبثل  F0/F0-Fًوَداس  -5ؿکل 

Fig. 5. Changes of F0/F0-F against 1/[Q] according equation number 2 at different temperatures of  25 (●) and 37 (○) ºC. 

 

خْت دػت٘بثٖ ثِ پبساهتشّبٕ هختلف اتلبل کوپلکغ پلات٘ي ٍ 

HSA  ٔاػتفبدُ ؿذ 3اص تحل٘ل ًتبٗح فلَسػبًغ اص ساثط 

(Wang et al., 1996.) 

(3)                        -F) /F]=log K+ nlog [Q]      log[(F0 

 

 

 

ٗک ًوَداس خطٖ اػت کِ  [Q]ػلِ٘  log [(F0 –F)/F]ًوَداس 

ّبٕ اتلبل ٍ ػشم اص ت اٗي ًوَداس ثشاثش ثب تؼذاد خبٗگبُؿ٘

 (. 6)ؿکل اػت log Kهجذأ آى ً٘ض ثشاثش ثب 

گشاد دس خذٍل دسخٔ ػبًتٖ 37ٍ  25دس دٍ دهبٕ  K ٍnهمبدٗش 

 اًذ.ل٘ؼت ؿذُ 1
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ثشاثش  دس ّش دٍ دهب تمشٗجبً nّوبًطَس کِ هـبّذُ هٖ ؿَد همذاس 

ٗک خبٗگبُ اتلبل ثشإ  ٗجبًٍخَدتمش ٓاػت کِ ًـبى دٌّذ 5/1

اٗي کوپلکغ ثش آلجَه٘ي ػشم اًؼبى اػت. ػلاٍُ ثش اٗي کبّؾ 

کٌؾ ث٘ي ثبثت اتلبل ثب افضاٗؾ دهب هج٘ي گشهبصا ثَدى ثشّن

 کوپلکغ پلات٘ي ٍ آلجَه٘ي ػشم اًؼبى اػت.

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

0.5 1 1.5 2 2.5Lo
g 

F0
-F

/F

Log [Q]
 

 گشاد.ًتٖ(  دسخٔ ػب◦) 37(  ٍ •) 25دس دٍ دهبٕ   log[Pt]دس همبثل  log F0-F/Fًوَداس  -6ؿکل

Fig. 6. The log F0-F/F against log [Pt] at different temperatures of 25 (●) and 37 (○) ºC. 

 

 گشاد.دسخٔ ػبًتٖ  37ٍ  25پبساهتشّبٕ اتلبل کوپلکغ پلات٘ي ثِ آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ دس دٍ دهبٕ   -1 خذٍل

Table 1. Binding parameters of the Pt (II) complex interaction with human serum albumin at different temperatures of 

25 and 37 ºC.  

 KSV (μM-1 ) aƒ K(μM-1 ) n گراد(ساًتی ۀدها )درج

25 018/0 47/1 005/0 5/1 

37 002/0 4/7 007/0 6/1 

 

ًوایی حلقَیطالعات دٍرًگه  

تَاًذ ثِ كَست حؼبػٖ ًوبٖٗ حلمَٕ هًٖگػٌدٖ دٍسط٘ف

غ٘٘شات کبًفَسهبػًَٖ٘ پشٍتئ٘ي سا کِ دس اثش اًذسکٌؾ ثب ل٘گبًذ ت

دٗذُ  7طَس کِ دس ؿکل دّذ ثِ ًوبٗؾ ثگزاسد. ّوبىسخ هٖ

-آلجَه٘ي ػشم داسإ دٍ هٌ٘٘ون دس طَل هَج CDؿَد ط٘ف هٖ

دٌّذٓ هحتَإ ّل٘کؼٖ ًبًَهتش اػت کِ ًـبى 222ٍ  208ّبٕ 

ًوبٖٗ دٍسًگ (. ط٘فWang et al., 1996) پشٍتئ٘ي اػت

 حلمَٕ آلجَه٘ي ػشم اًؼبى دس ًبحِ٘ فشاثٌفؾ دٍس دس غ٘بة ٍ 

 

 

-دسخٔ ػبًتٖ 25ّبٕ هختلف کوپلکغ دس دهبٕ حضَس غلظت

(. ّوچٌ٘ي هحتَإ دسكذ 7)ؿکل  دػت آهذُ اػتگشاد ثِ

ّبٕ هختلف ػبختبسّبٕ دٍم پشٍتئ٘ي دس غ٘بة ٍ حضَس غلظت

ؿذُ اػت )خذٍل  هحبػجِ CDNNافضاس کوپلکغ ثِ کوک ًشم

دٌّذ ثب ًـبى هٖ 2ٍ ًتبٗح خذٍل  7طَسکِ ؿکل (. ّوبى2

افضاٗؾ غلظت کوپلکغ تغ٘٘شات فبحـٖ دس هحتَإ ػبختبس 

دٍم آلجَه٘ي ّوشاُ ثب کبّؾ دسكذ هبسپ٘چ آلفب ٍ افضاٗؾ 

ؿَد کِ هج٘ي کبّؾ دس پبٗذاسٕ ػبختبس کلاف ًبهٌظن اٗدبد هٖ

 اٗي داسٍ اػت. ػبختبس هٌظن دٍم آلجَه٘ي دس اثش 
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 25ه٘کشٍهَلاس دس دهبٕ  9 ،(c) 21 ،(d) 39 (b)ّبٕ هختلف کوپلکغ پلات٘ي ٍ دس حضَس غلظت (a)ًوبٖٗ آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ دس غ٘بة ط٘ف دٍسًگ -7ؿکل 

  گشاد.دسخٔ ػبًتٖ

Fig. 7. Far-UV-CD spectra of HSA in (a) the absence; (b-d) in the presence of various concentration of Pt (II) complex 

[9 (b), 21 (c) and 39 (d) M] at 25 ºC. 
 

گشاد.دسخٔ ػبًتٖ 25کٌؾ ثب کوپلکغ پلات٘ي دس دهبٕ تغ٘٘ش دسهحتَإ ػبختبس دٍم پشٍتئ٘ي دس اثش ثشّن -2خذٍل   

Table 2. Changes in the secondary structure of protein upon interaction with Pt (II) complex at 25 ºC. 

 

Complex (μM) - helix % -sheet% Random coil % 

0 5/40  8/15  4/22  

9 4/47  7/14  3/20  

21 2/53  8/14  5/18  

39 9/47  4/14  9/22  

 

 بحث

پلات٘ي ثِ فشاٍاًٖ دس دسهبى ّبٕ ػ٘غ پلات٘ي ٍ کشثَکوپلکغ

ّبٕ تخوذاى، ث٘ضِ، سِٗ، بٕ اًؼبًٖ هبًٌذ ػشطبىثشخٖ اص تَهَسّ

 Mansouri-Turshizi etهثبًِ، ػش ٍ گشدى کبسثشد داسًذ )

al., 1992.)  ٖاهب هلشف داسٍّبٕ پلات٘ي ثب ثشخٖ ػَاسم خبًج

هثل اٗدبد ػو٘ت دس ًفشٍى ّب ّوشاُ اػت. هطبلؼبت لجلٖ ًـبى 

 دٍ ثبص   N7 ّبٕ ّبٕ پلات٘ي ثِ ً٘تشٍطىدادُ کِ اتلبل کوپلکغ

 

ٍ ثِ ؿذُ  DNAگَاًَصٗي ثبػث اٗدبد اختلال دس ّوبًٌذػبصٕ 

ّبٕ ؿَد. ّوچٌ٘ي کوپلکغهشگ ػلَل ػشطبًٖ هٌدش هٖ

تَاًٌذ ثب تشک٘جبت دسٍى ػلَل ًظ٘ش پلات٘ي دس دٍصّبٕ ثبلا هٖ

 Zhang) ّبٕ حبٍٕ گَگشد ٍاکٌؾ دٌّذگلَتبتَ٘ى ٍ هَلکَل

et al., 1998.) 

ّبٕ حبهل هثل ّبٕ پلات٘ي ثب پشٍتئ٘يلکغکٌؾ ث٘ي کوپثشّن

-ّب هٖآلجَه٘ي ػشم ٍ ّوَگلَث٘ي ًـبى دادُ کِ اٗي کوپلکغ
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ّبٕ حبهل طَس لبثل تَخْٖ ػبختبس ٍ ػولکشد پشٍتئ٘يتَاًٌذ ثِ

خَد سا تغ٘٘ش دٌّذ ٍ اٗي خَد گَٗبٕ ػَاسم خبًجٖ فشاٍاى آًْب 

ّبٕ لکغکٌؾ کوپحبل اطلاػبت کوٖ دسثبسُ ثشّناػت. ثب اٗي

  ضذػشطبًٖ پلات٘ي ٍخَد داسد.

اثش ثشخٖ  (2012)ٍ ّوکبساًؾ  Miklášováّوچٌ٘ي 

ّبٕ ػشطبى کجذٕ ّبٕ پبلادٗوٖ ٍ پلاتٌٖ٘ سا ثش ػلَلکوپلکغ

ّب داسإ تَاى ثشسػٖ کشدًذ ٍ ًـبى دادًذ کِ اٗي کوپلکغ

-هشگ ثشًبهِّؼتٌذ ٍ المبٕ  ؿذُ ػلَلٖسٗضٕهشگ ثشًبهِالمبٕ 

ٍ  DNA ّبٕ ّب ثب افضاٗؾ آػ٘تدس ػلَل لَلٖؿذُ ػسٗضٕ

-هبسپ٘چ دٍسؿتِ DNAّب ثب لٌ٘کافضاٗؾ ظشف٘ت تـک٘ل کشاع

  إ ّوشاُ اػت. 

 2ٍ2دس تحم٘مبت گزؿتِ اثش هـتك دٗگشٕ اص کوپلکغ پلات٘ي )

( ثش ػبختبس آلجَه٘ي  ثٖ پ٘شٗذٗي ثَت٘ل گلاٗؼٌ٘تَ پلات٘ي ً٘تشات

افضاٗؾ پبٗذاسٕ ػبختبس  اًؼبًٖ ثشسػٖ ؿذ کِ ًتبٗح هج٘ي

 Divsalar etاًذ )آلجَه٘ي اًؼبًٖ دس حضَس اٗي کوپلکغ ثَدُ

al., 2010.) تَ٘ دٕدس تحم٘مٖ دٗگش اثش کوپلکغ ثَت٘ل

کشثبهبت پبلادَٗم ثش آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ ً٘ض ًـبى داد کِ اٗي 

کوپلکغ ثب کبّؾ ػبختبس آلفب ّل٘کغ پشٍتئ٘ي اص پبٗذاسٕ 

HSA ٖکبّذ ه(Mansouri-Torshizi  et al., 2003)،  ِک

دس اٗي تحم٘ك ً٘ض ثب  اػت. حبضشّبٕ تحم٘ك دس تَافك ثب ٗبفتِ

إ اص کوپلکغ ػٌتضؿذُ ث٘شات هـتك خذٗذ ٍ تبصُتوشکض ثش تأ

تشٗي فٌ٘ل پلات٘ي ثش پشٍتئ٘ي آلجَه٘ي ػشم اًؼبًٖ، ثِ هٌضلٔ هْن

٘ي هزکَس پشٍتئ٘ي حبهل داسٍّب دس خَى، کبّؾ پبٗذاسٕ پشٍتئ

طشٗك کبّؾ همذاس ػبختبسّبٕ هٌظن آلفب ّل٘کغ دس پشٍتئ٘ي اص

هـبّذُ ؿذ، ّو٘ي تغ٘٘ش اٗدبدؿذُ دس ػبختبسّبٕ دٍم ٍ ػَم 

پشٍتئ٘ي اص ػَاسم خبًجٖ داسٍٕ خذٗذ فٌ٘ل اٗضٍ پٌت٘ل گلاٗؼ٘ي 

 اػت.

 گیری ًتیجِ

دٌّذ کِ اٗي کوپلکغ خذٗذ ػٌتضٕ ًـبى هٖ پ٘ؾ گفتًِتبٗح 

د ٍ َهتلل ؿ (HSA) تَاًذ ثِ پشٍتئ٘ي حبهل خَىپلات٘ي هٖ

ٍ ثب کبّؾ ػبختبسّبٕ آلفب  ػبختبس دٍم ٍ ػَم آى سا تغ٘٘ش دّذ

 ّل٘کغ دسٍى پشٍتئ٘ي ثبػث پبٗذاسٕ کوتش آلجَه٘ي ػشم ؿَد

. اه٘ذ اػت اػتػٌتضؿذُ کِ اٗي هَضَع اثش خبًجٖ داسٍٕ تبصُ

٘جبتٖ ثب گـبٕ ػٌتض ٍ طشاحٖ تشککِ ًتبٗح تحم٘ك حبضش ساُ

ثخـٖ ٍ ًَٗذ دسهبًٖدس ؿ٘وٍٖ هؤثشتش ػَاسم خبًجٖ کوتش 

 ثبؿذ. ثشإ ث٘وبساى ػشطبًٖ

 سپاسگساری

ٍػ٘لِ ًْبٗت تـکش ٍ لذسداًٖ خَد سا اص هؼبًٍت هحتشم ثذٗي

دل٘ل حوبٗت هبلٖ اص تحم٘ك حبضش پظٍّـٖ داًـگبُ خَاسصهٖ ثِ

 کٌ٘ن.اػلام هٖ

 

 

References 

Ascnzi, P. and Fasano, M. 2010. Allostery in a 

monomeric protein: The case of human serum 

albumin. – Biophysical Chemistry 148: 16-22. 

Asha, J.M., Selvaraj, S., Paramaguru, G., 

Venuvanalingam, P. and Renganathan, R. 2011. 

Spectroscopic and molecular docking investigations on 

the intraction of Rutin with bovine serum albumin. – 

Zeitschrift Fur Physikalische Chemie. 225: 441-454. 

Bertucci, C. and Domenici, E. 2002. Reversible and 

covalent binding of drugs to human serum albumin. 

Methodological approaches and physiological 

relevance. – Curr. Med. Chem. 9: 1463-1481. 

 

Divsalar, A., Saboury, A.A., Ahadi, L., Zemanatiyar, 

E. and Mansouri-Torshizi, H. 2010. Investigation of 

effects of newly synthesized Pt(II) complex against 

human serum albumin and leukemia cell line of K562. 
BMB Reports 43: 766-771. 

Divsalar, A., Bagheri, M.J., Saboury, A.A., Mansoori-

Torshizi, H. and Amani, M. 2009. Investigation on the 

intraction of newly designed anticancer Pd(II) 

complexes with different aliphatic tails and human 

serum albumin. – J. Phys. Chem. B. 113: 14035-14042. 

Giovagnini, L., Marzano, C., Bettio, F. and Fregona, 

D. 2005. Chemical and biological profiles of novel 

258/258 

 [
 D

O
I:

 1
0.

21
85

9/
ac

ad
pu

b.
nb

r.
2.

4.
25

0 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
94

.2
.4

.2
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

27
 ]

 

                             9 / 10

http://dx.doi.org/10.21859/acadpub.nbr.2.4.250
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1394.2.4.2.5
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-2529-fa.html


                                                                          Divsalar et al. Interaction of anticancer compound with albumin  سرطاى با آلبَهیيکٌش دارٍی ضدبرهن. هوکاراى ٍ دیَسالار

 

 
copper (II) complexes containing S-Donor ligands for 

the treatment of cancer. – J. Inorg. Biochem. 99: 21-39. 

Han, X., Sun, J., Wang, Y. and He, Z. 2015. Recent 

advances in platinum (IV) complex-based delivery 

systems to improve Platinum (II) anticancer therapy.   

– Med. Res. Rev. 35: 68-99.  

Ho, J.W. 2006. Potential and cytotoxicity of cis-

platinum complex with antitumor activity in 

combination therapy. – Recent. Patent. Anti-cancer 

Drug Discovery 1: 129-134. 

Iglesias, B.A., Barata, J.F., and Pereira, P.M. 2015. 

New platinum (II)-bipyridyl corrole complexes: 

Synthesis, characterization and binding studies with 

DNA and HSA. – J. Inorg. Biochem. 153: 32-41.  

Knoll, J.D. and Turro, C. 2015. Control and utilization 

of ruthenium and rhodium metal complex excited 

states forphotoactivated cancer therapy.  –Coord. 

Chem. Rev. 282: 110-126. 

Kragh-Hansen, U. 1990. Structure and ligand binding 

properties of human serum albumin. – Dan-Med-Bull. 

37: 57-84. 

Lebwohl, D. and Canetta, R. 1998. Clinical 

development of platinum complexes in cancer therapy.  

– Europe Journal Cancer 34: 1522-1534. 

 Mansouri-Torshizi, H., Srivastava, T.S., Perekh, H.K. 

and Chitnis, M.P. 1992. Synthesis, spectroscopic, 

cytotoxic, and DNA binding studies of binuclear 2,2'-

bipyridine-platinum(II) and-palladium(II) complexes 

of meso- alpha, alpha' –diaminoa -dipic and meso alpa, 

alpha'-diaminosuberic acids. – J. Inorg. Biochem. 45: 

135-148. 

Miklášová, N., Fischer-Fodor, E., Lönnecke, P., Ionuţ  

Tomuleasa, C., Virag, P., Perde Schrepler, M., Mikláš, 

P.,  Silaghi Dumitrescu, L. and Hey-Hawkins, E. 2012. 

Antiproliferative effect of novel platinum (II) and 

palladium (II) complexes on hepatic tumor stem cells 

in vitro. – Eur. J. Med. Chem. 4: 41-47. 

Rosenberg, B., Van Kamp, L., Trosko, J.E. and 

Mansour, V.H. 1996. Platinium compounds: a new 

class of potent anti-tumor agents. – Nature 222: 385-

386. 

Sabin, H. and Sadler, J. 2009. Current applications and 

future potential for bioinorganic chemistry in the 

development of anticancer drugs. – Drug Discovery 

Today 14: 23-24. 

Shi, H., Cheng, Q., Yuan, S., Ding, X., Liu Y. 2015. 
Human serum albumin conjugated nanoparticles for pH 

and Redox-responsive delivery of a prodrug of 

Cisplatin. – Chemistry J. 46: 9-21. 

Wang, K., Lu, J.F. and Li, R.C. 1996. The events that 

occur when Cisplatin encounters cells. – Coord. Chem. 

Rev. 151: 53-88. 

Zhang, Q., Zhong, W., Xing, B., Tang, W. and Chen, 

Y. 1998. Binding properties and stoichiometries of a 

palla-dium(II) complex to metallothioneins in vivo and 

in vitro. – J. Inorg. Biochem. 72: 195-200. 

  

***** 

Noorizadeh, S., Divsalar, A., Eslami-Moghaddam, M. and Akbar Saboury, A.A. 2016. A structural study on the 

interaction of the anti-cancer compound of Platinum complex with human serum albumin.  – Nova Biologica 

Reperta 2: 250-259.  

 ػشم آلجَه٘ي ثب پلاتٌٖ٘ کوپلکغ دػتٔ اص ضذػشطبى داسٍٕ کٌؾثشّن ػبختبسٕ هطبلؼٔ. 1394كجَسٕ، ع.ا.  همذم، م. ٍ ع.، اػلاهٖ دَٗػبلاس، صادُ، ع.،ًَسٕ

 .250-259: 2 صٗؼتٖ ػلَم دس ًَٗي ّبٕٗبفتِ –  .اًؼبًٖ

 

259/259 

 [
 D

O
I:

 1
0.

21
85

9/
ac

ad
pu

b.
nb

r.
2.

4.
25

0 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
94

.2
.4

.2
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

27
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26280923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26280923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iglesias%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26409160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barata%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26409160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26409160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26409160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001085451400160X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S001085451400160X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00108545
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00108545
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523411008646
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523411008646
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523411008646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26405808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26405808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26405808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26405808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26405808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26405808
http://dx.doi.org/10.21859/acadpub.nbr.2.4.250
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1394.2.4.2.5
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-2529-fa.html
http://www.tcpdf.org

