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Abstract 

 

Background and purpose: Cyclophosphamide (CP) is a chemotherapy drug extensively used as 

an antineoplastic agent in treatment of various cancers. However, it is known to cause several adverse 

effects including reproductive toxicity. Achillea millefolium (AM) is a medicinal plant with potential 

antioxidant properties. The aim of this investigation was to evaluate the effects of different doses of AM 

extract on body weight, sperm parameters, and apoptotic changes in CP treated mice. 

Materials and methods: Sixty four male NMRI mice were arranged into 8 groups. Group1 

received normal saline, and groups 2, 3 and 4 received AM extract in low, medium and high doses, 

respectively. Group 5 received CP and groups 6, 7 and 8 had low, medium and high doses of Achillea 

millefolium extract, respectively plus CP. Treatments were continued for 35 days. Afterwards, the 

animals’ weight, sperm quality and apoptosis rate were evaluated. 

Results: CP decreased body weight and testicular weight, imposed negative effects on sperm 

parameters and increased sperm apoptosis compared to the control group. The high-dose of AM produced 

deleterious effects. Medium doses of the extract did not show any significant effect, but low dose of the 

extract was able to compensate the toxic effects of CP. 

Conclusion: In this study, AM had dose-dependent manner. In other words, at low dose it 

prevented CP toxicity, in medium dose it had no effect, but in high dose it improved CP toxicity. 
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 پژوهشی

 و پارامترهای اسپرمی اثرات عصاره هیدروالکلی گل بومادران بر روی
از داروی سیکلوفسفامید در  تغییرات آپوپتوزی متعاقب استفاده

 سفید کوچک آزمایشگاهیهای موش 
 

       1ندا اصل ایرانیفام
       2شاپور حسن زاده
       3محمد رضا سام

 4غلامرضا نجفی تازه کند

 چكیده
های جنسیی  بیع ونیوان ییک سوء فراوان بر ارگاناثرات با  داروی شیمی درمانی ید )یکسیکلوفسفام و هدف: سابقه

سوء اثرات سیکلوفسفامید وامل ، شود. از طرفیهای مختلف استفاده میوامل نئوپلاستیک بع طور گسترده در درمان سرطان
هید  از است. اکسیدانتی بالقوه با خواص آنتیدارویی بومادران گیاه  .فراوان از جملع سمیت تولید مثلی شناختع شده است

پارامترهای اسپرم و تغییرات آپوپتوزی در بر وزن بدن،  در سع دوز مختلفاثرات وصاره بومادران  انجام این تحقیق بررسی
 بود.موش های تحت تیمار با سیکلوفسفامید 

سیرم  گیروه او  هشت گیروه تقسییش شیدند. بع NMRIد نر نژا سفید کوچک آزمایشگاهیموش  46 ها:مواد و روش
، شششو گروه  سیکلوفسفامیدپنجش گروه ، بومادران کش، متوسط و زیاد بع ترتیب دوزچهارم و سوم ، دومگروه فیزیولوژی، 

روز ادامیع  53 تیمیار دریافت نمودنید.بومادران را بع ترتیب دوز کش، متوسط و زیاد سیکلوفسفامید، ولاوه بر ، هشتشو هفتش 
 .در پایان پس از تعیین وزن، پارامترهای کیفیت اسپرم و میزان آپوپتوز اسپرمی بررسی گردید اشت.د

 وسبب کاهش وزن بدن و بیضع شده، تأثیر منفیی بیر روی پارامترهیای اسیپرمی اومیا  نمیوده سیکلوفسفامید  ها:یافته
دوز زییاد . افزایش دادکنتر  را در مقایسع با گروه  در گروه دریافت کننده سیکلوفسفامید ) چنین میزان آپوپتوز اسپرمیهش

وصاره توانست اثیرات سیمی  دوز کشاما ع، دوز متوسط وصاره تأثیر معنی داری نداشت، توکسیک داشتع اتبومادران نیز اثر
 سیکلوفسفامید را جبران نماید.

سیکلوفسیفامید  سیمیت بع نحوی کع در دوز کش، بودصورت وابستع بع دوز ع اثرات وصاره بومادران بدر این مطالعع  استنتاج:
 .بود سیکلوفسفامید سمیتاما در دوز بالا افزایش دهنده  نداشتع داریمعنیدر دوز متوسط تأثیر  جبران نموده،را 

 

 ، موش سورییبومادران، تغییرات آپوپتوزی، سیکلوفسفامید، پارامترهای اسپرمواژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
طیور عدرمیانی بیوهای شییمیاز دار در وصر حاضر

گسییترده در درمییان بیمییاران مبییتلا بییع سییرطان اسییتفاده 
کییع اییین داروهییا بییر روی تقسیییش  ییجییاشییود. از آنمییی

 د یی دارند ماننیروت تقسیش بالاییهایی کع سسلولی سلو 
 

  :s.hasanzadeh@urmia.ac.irE-mail                           ع                     دانشگاه ارومیع، دانشکده دامپزشکی، گروه ولوم پای: ارومیع -شاپور حسن زادهمولف مسئول: 

 بافت شناسی، گروه ولوم پایع، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیع، ارومیع، ایران PhD. دانشجوی 1
 دامپزشکی، دانشگاه ارومیع، ارومیع، ایران . دانشیار، گروه ولوم پایع، دانشکده2
 . استادیار، گروه زیست فناوری سلولی و مولکولی، پژوهشکده زیست فناوری، دانشگاه ارومیع، ارومیع، ایران5
 . استادیار، گروه ولوم پایع، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیع، ارومیع، ایران6
 : 3/8/1536تاریخ تصویب :            22/6/1536 یخ ارجاع جهت اصلاحات :تار           1/6/1536 تاریخ دریافت 
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 ندا اصل ایرانیفام و همکاران     

 71      3114، بهمن  311دوره بيست و پنجم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            

 پژوهشی

مصر  این   1)گذارندمیتری بیشهای جنسی اثر سلو 

. دراین  2)تواند توأم با اختلالات باروری باشدداروها می

میان، ووامل شیمی درمانی با خاصییت آلکیلیع کننیدگی 

کیع   5)دارندهای جنسی آثار سوء را بر ارگان ترینبیش

سیکلوفسفامید از جملع ایین داروهیا اسیت. ایین دارو در 

 های مختلیف،و در درمان سرطان  6)سنتز شده 1338سا  

هیای هیای بیدخیش و بیمیاریلوسمی حاد و مزمن، لنفیوم

ای خود ایمنی مثل آرتریت روماتوئید بع شیکل گسیترده

هیای این دارو ضمن تخرییب سیلو  . 3)شوداستفاده می

 هیای آزاد ایادر ها، با تولیید رادیکیا نی و مهار آنسرطا

باشیید و هییا میییبییع ایجییاد اسییترد اکسیییداتیو در بافییت

 کلینیکی فراوان اثیرات مخربیی را درکاربردهایرغش ولی

گیرند، ایجیاد کع در معرض این دارو ارار می موجوداتی

برخی از اثرات جانبی معمو  سیکلوفسفامید   .4)نمایدمی

ریزش  ت از: سرکوب مغز استخوان، استفراغ،وبارت اس

سیکلوفسیفامید   .7)مو، سیستیت هموراژیک و نابیاروری

در محیط خارج از بدن غیرفعا  بوده و در داخل بدن در 

هیدروکسیی  -6بیع  632Pم کبد توسط آنزیش سییتوکرو

خیود یعنیی  شود کع بیا توتیومرسیکلوفسفامید تبدیل می

د. آلدوفسیفامید بیع طیور باشیآلدوفسفامید در تعاد  میی

هیای فعیا  یعنیی خود بع خود تجزیع شده و بع متابولییت

و  (Phosphorus amide mustard) دفسفورآمیدموسیتار

. فسیفورآمید  8،3)شیودتبدیل میی Acrolein)) آکرولین

 موستارد متابولیت سیتوتوکسیک سیکلوفسفامید محسیوب

نید های در حا  تقسییش روسلو  DNA شده و با تخریب

در ایین .  12)نماییدمییها تسریع آپوپتوز را در این سلو 

دفیاع سیستش  بع واسطع تضعیف کع آکرولیناست حالی 

 هیای آزادرادیکیا  تولییدو نیز   11) هااکسیدانتی بافتآنتی

اسیترد اکسییداتیو و انیواع موجبات بروز  ، 12)اکسیژن 

را فییراهش جملییع آپوپتییوز و نکییروز  هییای سییلولی ازآسیییب

ریزی نووی مرگ سلولی برنامعآپوپتوز،  . 15،16)دروآمی

زنییدگی و در همییع  توانیید در تمییام مراحییلشییده، مییی

هیای زاییای بیضیع ر  های بیدن و از جملیع سیلو سلو 

سموم محیطی کیع منجیر بیع آسییب ها نسبت بع دهد. بیضع

هسیتند. بنیابراین، کنتیر  پدییده  شوند، حسادسلولی می

ری اسیییپرماتوژنز طبیعیییی در آپوپتیییوز جهیییت برایییرا

بییا توجییع بییع مطالییب .  13)بزرگسییالان بسیییار مهییش اسییت

جهییت کییاهش هییایی کییارگیری اسییتراتژیع بیی مییذکور،

بیا حفیا اثیرات  ی سیکلوفسیفامیدووارض جیانبی دارو

بومادران بیا نیام   .14)رسدبع نظر میضروری  آندرمانی 

 متعلق بع راسیتع آستراسیع Achillea millefolium ولمی

(Asteraces)  هفیتباشد. در کشور ما تیره کاسنی میو 

آذربایجان، گیلان، گلستان و  مناطقگونع از این گیاه در 

هیای میورد اسیتفاده بخیش . 17،18)خراسان وجیود دارد

های گلدار آن است کع طعیش تلیخ و بیوی گیاه سرشاخع

هیای . در طب سنتی و طب مدرن استفاده 17)دناوی دار

از جملیع . گیاه بومادران ذکر شده استگوناگونی برای 

موارد استفاده کلینیکی این گیاه تواف رشید و تخرییب 

. بیییش از صیید ترکیییب  13)هییای سییرطانی اسییتسییلو 

بیولوژیک فعا  در ایین گییاه شناسیایی شیده اسیت کیع 

ها روغن فیرار، ترکیبیات پلیی فنلیی، انیواع ترین آنمهش

لاکتون، ، (Sesquiterpene)پن تریسسکوی ،فلاونوئیدها

بتایین، ترکیبات استیلن، رزین، تیانن، آشییلین، فسیفات، 

 . 22)های پتاسییش و اسییدهای آلیی هسیتندنیترات، نمک

هیای و فعالیت  21)این گیاه ویژگی ضد آپوپتوزی داشتع

اکسیییدانی آن نتیجییع وملکییرد ترکیبییات فنلییی و آنتییی

تییأثیر مثبییت  ابلییی. در مطالعییات  22)فلاونوئیییدها اسییت

هییای سییرطانی و صییاره گییل بومییادران بییر روی سییلو و

 هیایتیرپنخاصیت ضد ادم و ضد التهابی آن بع سسکویی

در .  25،26)موجود در ایین گییاه نسیبت داده شیده اسیت

رابطع با تأثیر این گیاه بر روی سیستش تولیید مثلیی نتیای  

اکبیری  براساد مطالعیعضد و نقیضی در دسترد است. 

، وصاره آبی گیاه بومیادران بیع  2215) و همکارانزاده 

ظع اکسیدانی اابل ملاحهای آنتیسبب دارا بودن ویژگی

های تحیت تیمیار بیا سبب افزایش کیفیت اسپرم در رت

با ایین وجیود، سیایر  . 23)شودداروی سیکلوسپورین می

اند کع وصاره گل بومادران دارای اثیر محققان نشان داده

لییذا در اییین تحقیییق .  24،27)اسییپرماتوژنیک اسییت آنتییی
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 ديكلوفسفامياستفاده از س یآپوپتوز راتييو تغ ياسپرم یاثرات گل بومادران بر پارامترها
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اثیرات وصییاره هیییدروالکلی گیل بومییادران در سییع دوز 

بیر روی تغیییرات پارامترهیای و سیکلوفسیفامید  مختلف

هیای مهمیی کیع شیاخ و تغیییرات آپوپتیوزی  یاسپرم

 توانیید اطلاوییات بییرای بییاروری جیینس نییر بییوده و مییی

مفیدی در ارتباط با پتانسیل باروری حیوانات ارائع دهند، 

 سی شد.برر

 

 مواد و روش ها
 تهیع وصاره هیدروالکلی بومادران. طرز 1

گیاه بومادران پس از شناسایی ولمی توسط اسیاتید 

، از 7313گیاه شناسی دانشکده ولوم بیا هربیاریوم نیامبر 

استان آذربایجان غربی و اطیرا  شیهر ارومییع در فصیل 

های گیاه پس از جداسازی، گلآوری شد. گلدهی جمع

گیراد درجیع سیانتی 52الیی  23تاریک با دمیای  اتاقدر 

بیا  خیرد گردیید. سیپسآسییاب برایی  خشک و توسیط

ساوت در دمیای  72مخلوط و بع مدت  درصد 72اتانو  

آزمایشگاه ارار داده شد. سوسپانسیون حاصلع با اسیتفاده 

صا  گردیده و محلیو   1من شماره تاز کاغذ صافی وا

 (Rotatory Evaporator) تقطییر خیأ زیرصافی در دستگاه

و حجش اولیع تغلیا گردید  12/1بع میزان  Cᵒ62ی دمادر 

 هیاها، درصید وصیارهشدن و توزین وصارهپس از خشک

نگهییداری شیید و در موااییع  -Cᵒ22ی محاسییبع و در دمییا

مصر  با آب مقطر رایق گردیده و مورد اسیتفاده ایرار 

درصییید  32دوزی از وصیییاره کیییع در  . 28،23)فیییتگر

، (LD50)مورد مطالعع اثر کشندگی داشتع باشد  اتحیوان

 گرم بع ازای هر کیلوگرم وزن بدن محاسبع گردید. 5
 

 وصاره یفنل ترکیبات میزان ارزیابی. 2

جهت انیدازه گییری محتیوای تیام فنلیی وصیاره از 

بدین ترتیب کیع  استفاده گردید. یوکالتیوس معر  فولین

نرمیا  بیع  2/2یو لیتر واکنشگر فولین سییو کیالتمیلی 3/2

 2دایقیع،  3لیتر از وصاره اضیافع شید و پیس از میلی 3/2

گرم بیر لیتیر  بیع آن  73لیتر محلو  کربنات سدیش )میلی

مخلوط  ساوت جذب این 2اضافع گردید. پس ازگذشت 

نیانومتر  742توسط دستگاه اسپکتوفوتومتر در طو  موج 

ارائییت شیید. جهییت رسییش منحنییی کالیبراسیییون از اسییید 

 الیک بع ونوان استاندارد استفاده شد. میزان تام فنولییکگ

گرم اسیید گالییک در گیرم میلی "براساد میزان معاد  

 . 52)گزارش گردید "وصاره 
 

 وصاره فلاونوئیدی ترکیبات میزان ارزیابی. 5

 گیری محتوای تام فلاونوئیدی از معر جهت اندازه

 3/2بیع  کلرید آلومینیوم استفاده شید. بیدین ترتییب کیع

 1/2میلی لیتیر متیانو ،  3/1لیتر از وصاره بومادران، میلی

لیتیر آب میلیی 8/2لیتر استات پتاسیش ییک میولار و میلی

مقطر اضافع گردید. پس از گذشیت نییش سیاوت جیذب 

این مخلوط توسط دستگاه اسپکتوفوتومتر در طو  میوج 

نانومتر ارائت شد. جهت رسش منحنیی کالیبراسییون  613

ئرسییتین بییع ونییوان اسییتاندارد اسییتفاده شیید. میییزان از کو

گرم کوئرسیتین در میلی"فلاونوئید براساد میزان معاد  

 . 51)گزارش گردید "گرم وصاره
 

 . حیوانات مورد آزمایش6
سییفید کوچییک مییوش اطعییع  46در اییین تحقیییق 

 (National Medical Research Institute) نرنژاد آزمایشگاهی

NMRI  هفتییع مییورد مطالعییع اییرار  7-8ی سیینبییا میییانگین

، Cᵒ23-22 . حیوانات در شرایط مناسب بیا دمیایندگرفت

سییاوت تییاریکی  12سییاوت روشیینایی/  12دوره نییوری 

پیییرورش و نگهیییداری شیییدند. در طیییو  دوره تیمیییار، 

و شیرایط  عداشیت و غیذا حیوانات دسترسیی آزاد بیع آب

 چنیینهیش پرورش بیرای تمیامی حیوانیات یکسیان بیود.

ط بر بیا حیوانیات آزمایشیگاهی براسیاد ضیوااصو  کا

 دانشگاه ارومیع روایت گردید.
 

 . گروه بندی حیوانات3
محییط مرکیز پس از ییک هفتیع انطبیاق بیا ها موش

 8طیور تصیادفی در هشیت گیروه بیعنگهداری حیوانات 

حیوانیات گیروه او  بیع ونیوان  .ندبندی شیدتایی تقسیش

 تر سرم فیزیولوژیلیمیلی 1/2کنتر  در نظر گرفتع شده و 
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گروه دو، سع و چهیار  بع صورت گاواژ دریافت نمودند.

 132 گیرم بییر کیلیوگرم )دوز کییش ،میلییی 73 بیع ترتییب

گیرم بیر میلی 522و  گرم بر کیلوگرم )دوز متوسط میلی

بییع صییورت را کیلییوگرم )دوز زیییاد  وصییاره بومییادران 

بیر  گیرممیلیی 3 گروه پینجش . 52)گاواژ دریافت نمودند

بع صیورت گیاواژ دریافیت   55)سیکلوفسفامید یلوگرمک

 بیرگیرم  3گروه شش، هفت و هشت، همراه بیا  نمودند.

 73ب کیلوگرم سیکلوفسفامید بع صورت گاواژ، بع ترتیی

 522و گرم بر کیلوگرم میلی 132، گرم بر کیلوگرممیلی

بیع صیورت را گرم بیر کیلیوگرم وصیاره بومیادران میلی

دریافیت  ساوت از سیکلوفسیفامیدگاواژ و با فاصلع یک 

روز بیرای  53و بع مدت  تیمار بع صورت روزانع نمودند.

ها ادامع داشت. یک روز پس از پایان تیمار، تمامی گروه

 با اتر بیهوشی ومیق گرفتیع و سپس، شده توزینها موش

 کشیی شیدند.آسان های گردنیجایی مهرهبع روش جابع

بیا رواییت  پیدییدیشا دم بیضیع وپس از کالبید گشیایی، 

ها متعااب جداسیازی بیضعشدند.  عبرداشتاصو  استریل 

 221/2های اطرا ، با استفاده از تیرازوی بیا دایت بافت

  .گرم وزن گردیدند
 

 . آماده سازی اسپرم4
 هییا اپیدیییدیش دم هییا،بیع منظییور خییارج شییدن اسییپرم

لولییع بییع داخییل و  بییع اطعییات کوچییک بریییده شییده

لیتیر محییط کشیت میلیی 1حیاوی  هیای اسیتریلفالکون

HTF (Human Tubular Fluid) سیپس ندمنتقیل شید .

بیا درجیع  درصید 2CO 3در انکوبیاتور هیا لولیع فیالکون

دایقع ارار داده  52بع مدت گراد درجع سانتی 57حرارت 

 واردآزاد شیده و  هیاهیای موجیود در آنتا اسپرم ندشد

 . 56)کشت شوندمحیط 
 

 ارزیابی حرکت اسپرم. 7

هیای اسیپرماطیره از  1برای ارزیابی حرکت اسپرم، 

 پیورا روی یک اسلاید میکروسیک موجود درمحیط کشت

ارار داده، درهر  چکانده، سپس روی هر کدام یک لامل

بیا بزرگنمیایی  پیومیدان دید میکروسیک 3حیوان حداال 

در تمیامی های متحرک برابر مطالعع و درصد اسپرم 622

  . 53)ندمشخ  شدها گروه
 

 ارزیابی زنده بودن اسپرم. 8

از رنگ آمیزی زنده های برای ارزیابی درصد اسپرم

بدین منظور ییک اطیره از  ائوزین نگروزین استفاده شد.

روی یک لام ارار داده شد و  محیط کشت حاوی اسپرم

نگروزین اضافع گردید. اگر اسیپرم  -بع آن رنگ ائوزین

اخیل سیر و تنیع آمیزی زنده باشد، رنگ بیع دزمان رنگ

شیود در نفوذ نکرده و بع رنگ روشن )سفید  دییده میی

های مرده رنگ بع داخل اسیپرم نفیوذ حالی کع در اسپرم

کرده و بع خود رنگ گرفتع، بع رنیگ صیورتی مشیاهده 

  . 54)شوندمی
 

 ارزیابی کیفیت کروماتین اسپرم. 3

هییا از جهییت بررسییی کیفیییت کرومییاتین اسییپرم

 آمییزیاوران  استفاده شد. این رنگآمیزی آکریدین رنگ

دنیاتوره  DNA سالش و دورشیتع ای از DNA برای تفریق

 ها باگیرد. اسپرمای مورد استفاده ارار میشده تک رشتع

DNA آمییزی در زییر میکروسیکو  سالش بعد از رنیگ

شیوند در حیالی کیع فلورسنت بیع رنیگ سیبز دییده میی

نجی تیا ارمیز آسیب دیده بع رنیگ نیار DNAها با اسپرم

محلو  کیارنوی بیع شوند. اسمیرها با استفاده از دیده می

ساوت در هوای آزمایشگاه فیکس شدند. سپس  2مدت 

اسمیرها توسط رنگ آکریدین اورن  تازه تهیع شیده در 

گرم پیودر آکرییدین اورنی   13/2بافر سیترات فسفات )

دایقع  12بع مدت   لیتر بافر سیترات فسفاتمیلی 122در 

و در زیییر میکروسییکو  فلورسیینت آمیییزی شییده نییگر

  . 57)مورد ارزیابی ارار گرفتند
 

 لیتر محیط کشتارزیابی تعداد کل اسپرم در هر میلی. 12

هییای اسییتاندارد و راییی  در مطالعییات مطییابق روش

دست آمیده از ع های باز اسپرم 22بع  1مشابع، ابتدا رات 

از نمونع راییق  میکرولیتر 12سپس . دم اپیدیدیش تهیع شد

شده بر روی لام نئوبار منتقل شده، با لامل پوشانده شیده 
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ها، اسپرمحرکت شدن و پس از گذشت چند دایقع و بی

ه و با اسیتفاده از فرمیو  زییر تعیداد شمارش شدها اسپرم

  : 58)ها بع دست آمداسپرم
 

 کشتازمحیطلیتر خانع=تعداد اسپرم درهر میلی 3تعداد اسپرم در× 32222×وکس رات
 

 تیکآپوپتو هایاسپرم ارزیابی. 11

های آپوپتوتیک یکسری سییگنا  از خیود نشیان سلو 

ها توسط دهند کع منجر بع شناسایی و بلعیده شدن آنمی

توان ها می. از جملع این سیگنا  53)گرددماکروفاژها می

جایی فسفاتیدیل سرین از سیط  داخلیی غشیا بیع عبع جاب

 جهیتدر این مطالعیع .  62)اره نمودسط  خارجی آن اش

 از کیت شناساگر آپوپتوز شیرکتفسفاتیدیل سرین ردیابی 

Biosciences تجاری با نام Annexin V- FITC Apoptosis 

(BD Biosciences, Pharmingen, SanDiego, USA )Detection 
در حضیور کلسییش  Vن آنکسیی پیروتئیناستفاده گردید. 

انایی اتصا  بع ایین فسیفولیپید را با میل ترکیبی بالایی تو

تواند بع ونوان یک شاخ  جهیت شناسیایی داشتع و می

در ایین مطالعیع،  . 61)کیار رودع های آپوپتوتیک بسلو 

 امکیان جداسیازی Vن آنکسیی هیا بیااسیپرمآمیزی رنگ

 میسیرآپوپتوتییک را های های سالش از انواع اسپرماسپرم

اسیپرماتوزوئید  1×412منظور نمونیع محتیوی بدیننمود. 

سیانتریفوژ گردیید و در  rpm3222دایقیع در 4بع میدت 

 مخلیوط Annexin V binding bufferحجش یکسان با بیافر 

میکرولیتیر  122گشتع، پس از چند ثانیع محلو  فیوق در 

 Isothiocyanate Annexin V/ fluorescein از محلیو 

ع دایقع در دمای اتیاق انکوبی 13مخلوط گشتع و بع مدت 

صیورت گرفتیع و  Vن آمیزی آنکسیگردید. سپس رنگ

 میوجها توسط میکروسیکو  فلورسینت در طیو  نمونع

nm688 هیا بیا غشیاء مورد ارزیابی ایرار گرفتنید. اسیپرم

آسیب دیده بع رنگ سیبز مشیاهده شیدند در حیالی کیع 

های غیر آپوپتیک رنگ نگرفتع بودند. تعداد اسپرم اسپرم

   . 62)اسپرم تعریف گردید 122ر مثبت بع ازای ه Vآنکسین 
 

 آنالیز آماری
 نسیخعها با استفاده از بع منظور مقایسع آماری، یافتع

تجزیع و تحلییل شیده و بیرای آنیالیز   SPSSافزارنرم 21

 یو تسیت تعقیبی ANOVAع طرفیها از آزمون ییکداده

Tukey هییا بییع صییورت میییانگین یافتییع. اسییتفاده شیید± 

تیر از آن و کش>p 23/2ر و مقادیانحرا  معیار بیان شده 

  دار تلقی شدند.معنی
 

 یافته ها
نتای  بع دست آمده در مراحل مختلیف ارزییابی در 

آورده شده و بع تفکییک بیع شیر   5تا  1 شماره جداو 

  :باشدزیر می

. وصییاره یدیییفلاونوئ و یفنلیی بییاتیترک زانیییم. 1
و  گیری ترکیبات فنلیهای اندازهنتای  آزمایشبراساد 

فلاونوئیییدی اییین ترکیبییات در وصییاره هیییدروالکلی 

   .1شماره  بومادران با مقادیر زیاد وجود داشت )جدو 
 

 گیرم اسییدگالیکمیزان ترکیبات فنلی بر حسب میلی :1شماره جدول 

و میزان ترکیبات فلاونوئیدی بیر حسیب میلیی گیرم  در گرم وصاره

 کوئرستین در گرم وصاره هیدروالکلی بومادران
 

  mg/gترکیبات فلاونوئیدی)  mg/gترکیبات فنلی ) وصاره

 47/65±3/1 23/167±3/2 هیدروالکلی بومادران

 

 بیضعوزن بدن و  اثر بر وزن .2

هیای با توجیع بیع نتیای  بیع دسیت آمیده از آزمیون

های دوم و سیوم آماری، وزن بدن و وزن بیضع در گروه

روه داری بیا گیروه کنتیر  نداشیت. در گیاختلا  معنی

طیور چهارم، وزن بیضیع در مقایسیع بیا گیروه کنتیر  بیع

. در گییروه پیینجش،  p >23/2) داری کییاهش یافییتمعنییی

کاهش اابل توجع وزن بیضع در مقایسع بیا گیروه کنتیر  

بع نحوی کع این کاهش حتی   p >221/2)وجود داشت 

در  . p >23/2) دار بیودنسبت بع گروه چهیارم نییز معنیی

داری نسبت بع گروه نیز بع طور معنیاین گروه وزن بدن 

در گیروه ششیش بیا   .p >23/2) کنتر  کاهش یافتیع بیود

مصر  همزمان سیکلوفسفامید و دوز کیش وصیاره، ایین 

کاهش وزن بدن و بیضع جبیران شید کیع فااید اخیتلا  

داری با گروه کنتر  بودند. در گروه هفتش مصیر  معنی

، وزن بیدن همزمان سیکلوفسفامید و دوز متوسط وصاره

داری روی وزن بیضییع را جبییران نمییود ولییی تییأثیر معنییی
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 . p >21/2)کنتر  داشتگروه دار بانداشت و اختلا  معنی

در گروه هشتش نیز در اثر مصر  توأم سیکلوفسیفامید و 

دوز زیاد وصاره، کاهش وزن بدن و بیضع جبران نشده و 

  p >221/2) دار بودنیددر مقایسع با گیروه کنتیر  معنیی

   .2 شماره)جدو  
 

مقایسع اثرات وصاره هیدروالکلی بومادران در سع  :2شماره جدول 

دوز مختلف و سیکلوفسفامید بر وزن بدن )بر حسب گرم  و بیضع 

 )برحسب میلی گرم  در گروه های مورد مطالعع
 

 وزن بدن گروه ها

gr)) 

 عضوزن بی

mg)) 

 کنتر 

 (Low dose)بومادران

 (Medium dose)بومادران

 (High dose)بومادران

 سیکلوفسفامید

 (Low dose)سیکلوفسفامید+بومادران

 (Medium dose)سیکلوفسفامید+بومادران

 (High dose)سیکلوفسفامید+بومادران

75/2±47/56 

5/2±3/53 

1/1±85/56 

55/2±85/55 
*5/2±3/51 

5/2±56 

8/2±55 
**55/2±85/52 

38/2±113 

1±114 

1±113 
*55/2±55/112 

***1±55/123 

38/2±112 
**1±55/128 

***13/1±125 
 

* 23/2 p<، ** 21/2 p<  221/2 ***و p<  آزمون آنووای یکطرفع و تست توکی(. 

 

 ها . ارزیابی تعداد اسپرم5
مصر  وصاره بومیادران بیع تنهیایی و در دوزهیای 

ها را افزایش داد ولیی کش و متوسط اگر چع تعداد اسپرم

 دار نبود. در گیروهتر  معنیاین افزایش نسبت بع گروه کن

ها در مقایسع با گیروه کنتیر  بیع طیور پنجش تعداد اسپرم

هیا در تعداد اسپرم . p >221/2) داری کاهش یافتمعنی

اثر مصر  همزمان سیکلوفسفامید با دوز کش وصیاره تیا 

حیید زیییادی افییزایش یافییت بییع نحییوی کییع اخییتلا  

ا نتوانست ام  p >221/2) داری با گروه پنجش داشتمعنی

 داری تا حد گروه کنتر  جبیران شیود و اخیتلا  معنیی

مصییر  همزمییان  . p >23/2) بییا گییروه کنتییر  داشییت

سیکلوفسییفامید بییا دوز متوسییط وصییاره نتوانسییت تعییداد 

داری افیزایش دهید و در گیروه ها را تا حید معنییاسپرم

هیا نسیبت بیع گیروه کنتیر  هشتش، بروکس تعداد اسپرم

کع البتع نسبت بع گروه پینجش   p >221/2) کاهش یافت

   .5 شماره دار نبود )جدو معنی
 

 اه . ارزیابی تحرک اسپرم6
 های دوم و ها در گروهدر این مطالعع، تحرک اسپرم

 

داری با گروه کنتر  نداشیت. مصیر  سوم تفاوت معنی

 هیادار در تحرک اسپرمدوز زیاد وصاره سبب کاهش معنی

 در گیروه پینجش نییز . p >221/2) نسبت بع گروه کنتر  شد

 دارها نسبت بع گروه کنتر  بع صیورت معنییتحرک اسپرم

 کع بامصر  توأم سیکلوفسفامید  p >221/2) کاهش یافت

و دوز کش وصاره تا حد اابل توجهی جبران شیده بیود و 

 . p >221/2) داری با گروه پنجش نشیان داداختلا  معنی

ز متوسط وصاره تأثیر مصر  سیکلوفسفامید بع همراه دو

هیا نداشیت و مصیر  داری بر روی تحرک اسیپرممعنی

سیکلوفسفامید با دوز زیاد وصاره سیبب کیاهش درصید 

های متحرک شد کع البتع در مقایسع با گروه پنجش اسپرم

   .5 شمارهدار نبود )جدو  معنی

 

 . ارزیابی اابلیت زنده ماندن اسپرم ها3
هیای ایش تعداد اسپرمهای دوم و سوم، افزدر گروه

 دار نبود، اما مصیر  دوززنده نسبت بع گروه کنتر  معنی

های زنده نسبت دار اسپرمزیاد وصاره سبب کاهش معنی

 در گروه پنجش نیز کیاهش . p >221/2) بع گروه کنتر  شد

های زنده نسبت بع گروه کنتر  دار در درصد اسپرممعنی

اثیر مصیر   ایین کیاهش در . p >221/2) مشاهده شید

همزمان سیکلوفسفامید با دوز کش وصاره جبران شده بود 

 . p >21/2) داری با گروه پینجش داشیتو اختلا  معنی

مصر  دوز متوسط وصاره بع همراه سیکلوفسفامید تأثیر 

ها نداشیت و داری بر روی درصد زنده ماندن اسپرممعنی

مصر  دوز زیاد وصاره همراه بیا سیکلوفسیفامید سیبب 

هیای میرده شیده بیود کیع البتیع ایین ایش تعداد اسپرمافز

دار نبیود )جیدو  اختلا  نسیبت بیع گیروه پینجش معنیی

 الف . -1 تصویر شماره)  5 شماره

 

 اسپرم ها DNA . ارزیابی کیفیت4
آمیزی آکریدین اورن  در ایین مطالعیع نشیان رنگ

 هیایآسیب دییده در گیروه DNAداد کع تعداد اسپرم ها با 

داری با گروه کنتیر  نیدارد. در تفاوت معنی دوم و سوم

ها نسیبت بیع گیروه کنتیر  گروه چهارم تعداد این اسپرم
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در گییروه پیینجش نیییز تعییداد  . p >23/2افییزایش داشییت )

کنتیر  آسییب دییده نسیبت بیع گیروه  DNAها بیا اسپرم

 دریافییت گییروه ششییش بییا در . p >221/2افییزایش یافییت )

وصیییاره کیییاهش همزمییان سیکلوفسیییفامید و دوز کییش 

 آسیب دیده نسیبت DNAها با داری در درصد اسپرممعنی

. بیروکس تعیداد  p >21/2بع گروه پنجش وجود داشت )

آسیب دیده در گیروه هفیتش نسیبت بیع  DNAها با اسپرم

دار نبیود. گروه پنجش افزایش نیز یافتع بود کع البتیع معنیی

در گروه هشتش با مصر  سیکلوفسیفامید بیع همیراه دوز 

هیا بیع طیور اابیل تیوجهی یاد وصاره تعداد ایین اسیپرمز

دار بیا گیروه پینجش داشیت افزایش یافتع و اختلا  معنی

(23/2< p   ب . -1تصویر شماره )  5)جدو  شماره 

 

 هااسپرم آپوپتوز زانیم یابیارز. 7
هیای در این بررسی میزان وایوع آپوپتیوز در گیروه

گیروه کنتیر  داری بیا دوم، سوم و چهارم تفاوت معنیی

 Vآنکسیین هیای نداشت. در گیروه پینجش تعیداد اسیپرم

 داری افیزایشطیور معنییدر مقایسع با گروه کنتر  بیع مثبت

زمان سیکلوفسفامید و با مصر  هش  p >23/2یافتع بود )

هیا تیا با دوز کش وصاره میزان آپوپتوز القا شده در اسپرم

اد حد گروه کنتر  جبران شیده بیود بیع نحیوی کیع تعید

داری نسبت بیع کاهش معنی مثبت Vآنکسین  هایاسپرم

در اثییر مصییر  تییوأم  . p >23/2گییروه پیینجش داشییت )

سیکلوفسییفامید و دوز متوسییط وصییاره القییا آپوپتییوز در 

ها تشدید شده بیود. ایین افیزایش در گیروه هشیتش اسپرم

هیا اخیتلا  مشهودتر بود کیع البتیع در هییک ییک از آن

  5ش نداشییت )جییدو  شییماره داری بییا گییروه پیینجمعنییی

  ج . -1 تصویر شماره)
 

 
 )الف 

| 
 )ب 

 
 )ج 

تصیویر میکروسیکو  نیوری. در گیروه کنتیر   -الیف :1تصویر شمماره 
  با سر روشین و رنیگ نگرفتیع و اسیپرم میرده بیا سیر 1اسپرم های زنده )

تصیویر میکروسیکو  نیور فلورسینت. در  -ب صورتی دیده میی شیود 
 بیا    بیا هسیتع ای بیع رنییگ سیبز و اسیپرم1الش )گیروه کنتیر  اسیپرم سیی

DNAتصییویر  -ج   بییا هسییتع نییارنجی دیییده مییی شییود 2) آسیییب دیییده
  بیا هسیتع 1میکروسکو  نور فلورسنت.  در گروه کنتیر  اسیپرم سیالش )

  بیا هسیتع سیبز 2ای بع رنگ سبز کش رنگ و مات و اسپرم آپوپتوتییک )
 . 1222×پر رنگ و براق دیده می شود )بزرگ نمایی 

 

در و تغییرات آپوپتوزی اثرات وصاره هیدروالکلی بومادران در سع دوز مختلف و سیکلوفسفامید بر پارامترهای اسپرمی  مقایسع :3شماره جدول 
 گروه های مورد مطالعع

 

 +Annexin-Vدرصد اسپرم های )%  آکریدین اورن  )%  زیست پذیری )%  تحرکاسپرم ml)6(×10/ تعداد اسپرم گروه ها

 کنتر 

  Low dose)بومادران
  Medium dose)بومادران
  High dose)بومادران

 سیکلوفسفامید
  Low dose)سیکلوفسفامید+بومادران
  Medium dose)سیکلوفسفامید+بومادران

  High dose)سیکلوفسفامید+بومادران

13/1±3/51 

5/2±1/56 
33/2±17/52 
***48/2±47/13 

***12/1±13 
*21/1±47/24 

***15/1±17 
***56/1±17/3 

55/2±47/77 

88/2±55/82 
18/2±47/78 
***74/1±55/56 

***75/1±23 
***5±32 

***35/5±55/51 
***63/1±55/13 

1/2±73 

13/1±85 
1/2±82 
***1/2±53 
***1/2±52 
***32/2±36 
***41/5±52 

***1/2±14 

54/2±86/18 

4/2±13/11 
1/2±88/13 
*7/5±36/51 

***61/2±3/57 

63/1±61/22 
***3/2±77/61 

***5/1±72/68 

41/1±71/22 

24/1±17/12 
26/1±41/22 
35/2±25/24 

*17/2±41/55 
83/2±3/21 

72/5±54/52 
***64/5±17/62 

 

* 23/2 p<، ** 21/2 p<  221/2 ***و p<  آزمون آنووای یکطرفع و تست توکی(. 
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 ندا اصل ایرانیفام و همکاران     

 78      3114، بهمن  311دوره بيست و پنجم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            

 پژوهشی

 بحث
ووارض سمی داروی سیکلوفسفامید بر روی بافیت 

متعیدد در انسیان و حیوانیات  بیضع بیع واسیطع تحقیقیات

تردیید و بیی  4،65)آزمایشگاهی مورد تأیید ایرار گرفتیع

ترین واملی است کع بع شیدت کاربردهیای درمیانی مهش

. براساد نتیای   4)این دارو را تحت تأثیر ارار داده است

، تجییویز  14،66)مطالعییع حاضییر و نیییز مطالعییات پیشییین

دار وزن بیدن معنیداروی سیکلوفسفامید موجب کاهش 

  در 2228و همکیاران )دلیو  گیردد.ها مییموش بیضعو 

 مطالعع خود کاهش وزن ناشی از مصر  سیکلوفسفامید

 هیارا سمیت ناشی از این دارو در کبد، کلیع و سایر ارگان

جاکییع وزن بیضییع بییع میییزان از آن.  66)گییزارش نمودنیید

هیای سیلولی تمیایز یافتیع موجیود در آن زیادی بع تیوده

ابستع اسیت، کیاهش محسیود در وزن بیضیع ناشیی از و

داروی سیکلوفسییفامید بییا دژنراسیییون و کییاهش تعییداد 

هییای زایییا و میییزان پییایین اسییپرماتوژنز در ارتبییاط سییلو 

های بیع ومیل آمیده در ایین مطالعیع . بررسی 63)باشدمی

چنین آشکار ساخت کع تجویز داروی سیکلوفسفامید هش

هیا داد و میزان تحرک اسپرمکاهش معنی داری را در تع

های داری را در میزان اسپرمو در وین حا  افزایش معنی

ها نییز گزارشیات ابلیی در مرده در پی دارد کع این یافتع

هیا کاهش تعداد اسپرم  .64،67)کنداین زمینع را تأیید می

متعااب تجویز داروی سیکلوفسفامید بع شیکل واضیحی 

وژنیک بیوده و هجیوم هیای اسیپرماتمؤید کاهش سیلو 

 های آزاد حاصل ازمتابولیسش داروی سیکلوفسفامیدرادیکا 

سییازد. در وااییع آسیییب اکسیییداتیو را خییاطر نشییان مییی

 (PUFAs)اسیدهای چرب غیر اشباع با چند پیوند دوگانیع 

 های سلولی موجب اخیتلا  در سییالیت و نفوذپیذیریغشاء

موجیب  توانیدگردد کع این امر مییغشاءهای سلولی می

های زایای بیضیع و هایی نظیر سلو آسیب دیدگی سلو 

براسیاد مطالعیات پیشیین، ایدرت  . 68)هیا گیردداسپرم

کننیده و میؤثر در ها بع ونوان وامیل تعییینتحرک اسپرم

باروری بوده و متضمن لقا  موفقیت آمیز است و بع نظر 

رسد نقش مؤثرتری در مقایسع با سایر فاکتورها مانند می

کییاهش  . 63)کنییدد و مورفولییوژی اسییپرم ایفییا میییتعییدا

تواند ناشی از اثیرات ها میمحسود میزان تحرک اسپرم

سمی استرد اکسیداتیو ناشیی از داروی سیکلوفسیفامید 

داخل  ATPبر روی تاژک اسپرم بع واسطع کاهش سریع 

منبیع انیرژی  ATPکیع . با توجع بیع ایین 32)سلولی باشد

گردد، کاهش محسوب میها مهمی جهت تحرک اسپرم

 تواند مسئو  کاهش میزان تحیرکدر متابولیسش انرژی می

های درمان شده با داروی سیکلوفسیفامید اسپرم در موش

باشد. اثر توکسیک مسیتقیش داروی سییکلو فسیفامید بیر 

ساز بع ونیوان یکیی از های منیروی اسپرماتوژنز در لولع

هیای میرده و مهای ومل این دارو در تولید اسپرمکانیسش

بر ایین اسیاد، بیا   .4)شودآسیب دیده در نظر گرفتع می

توجع بع این کع مییزان تولیید گونیع هیای فعیا  اکسییژن 

(ROS) هیای میرده و غییر طبیعیی با مییزان تولیید اسیپرم

رسید کیع تخرییب ، بیع نظیر میی 31)ارتباط مستقیش دارد

های اسپرماتوژنیک و اختلا  در رونید اسیپرمیوژنز سلو 

 در نتیجع استرد اکسیداتیو ناشی از داروی سیکلوفسفامید

موجب افزایش میزان اسپرم های مرده و آسیب دییده در 

 هیاگردد کع این اسیپرمهای درمان شده با این دارو میموش

در مایع منی محسوب  ROSخود نیز از منابع اصلی تولید 

هیای بیع اما یکی از بهتیرین اسیتراتژی.  32،35)گردندمی

کار گرفتع شیده توسیط ترکیبیات ضید تومیوری، القیاء 

هیای بررسیی  .36)هیای سیرطانی اسیتآپوپتوز در سلو 

ها بیا اند کع مواجهع میتوکندریصورت گرفتع نشان داده

ROS  موجب آزاد سیازی فیاکتور القیاء کننیده آپوپتیوز

(AIF) گردد کع مستقیماً با میDNA  ،وارد واکنش شده

   .33)آوردآن را فییراهش مییی موجبییات اطعییع اطعییع شییدن

از سییوی دیگییر، اسییترد اکسیییداتیو ناشییی از داروی 

 DNAتواند موجیب تخرییب سیکلوفسفامید خود نیز می

های زایا گردد کع این امر افیزایش مییزان آپوپتیوز سلو 

های زایا و در نتیجع کاهش تعیداد اسیپرم را در در سلو 

العیع نشیان نتای  حاصل از این مط.  34)پی خواهد داشت

داد کییع اثییر وصییاره هیییدروالکلی بومییادران کییاملاً بییع 

 73صورت وابستع بیع دوز اسیت بیع نحیوی کیع در دوز 
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 گرم بر کیلوگرم توانست اثیرات سیمی سیکلوفسیفامیدمیلی

چنیین پارامترهیای اسیپرمی را بر وزن بدن و بیضیع و هیش

جبران نموده و میزان آپوپتوز القا شده توسیط دارو را تیا 

بیا دارا بیودن  زیادی کاهش دهد. بومادران احتمیالاًحد 

هیای ترکیباتی از جملع فلاونوئیدها اادر بیع مهیار آنیزیش

هییای آزاد و در نتیجییع مهییار دخیییل در تولییید رادیکییا 

. براسیاد مطالعیع  37)آپوپتوز القا شده توسط دارو است

  نیییز وصییاره متییانولی گیییاه 2211تکیییع و همکییاران )

تیرین گیرم بیر کیلیوگرم بییشمیلی 73 بومادران در دوز

 (CFA) اثرات ضد التهابی تزریق ادجوانت کامل فرونید

کع این یافتیع هیش راسیتا بیا تحقیقیات   38)را داشتع است

تیر دوز   در مورد تیأثیر بییش2223رشیدی و همکاران )

گییرم بییر کیلییوگرم وصییاره هیییدروالکلی گیییاه میلییی 73

. براسیاد  33)ه بیودبومادران بر درمان التهاب زخش معید

یافتع های این تحقیق دوز متوسط وصیاره تیأثیر چنیدانی 

در بهبییود پارامترهییای بییاروری نداشییت امییا دوز بییالای 

وصاره اثیر توکسییک داشیتع و مصیر  همزمیان آن بیا 

سیکلوفسفامید اثیرات توکسییک دارو را تشیدید نمیود. 

مکانیسش دایق اثرات کاهنده میزان باروری گل بومادران 

موش نر معلوم نیست ولیی ممکین اسیت ایین اثیرات  در

ای بع نام فلاون در این گییاه باشید مربوط بع حضور ماده

های جنسی را داشتع کع توانایی اتصا  بع گیرنده هورمون

و با افزایش حساسییت سیسیتش آدنییلات سییکلاز تولیید 

چنین ایین هش  .42)کندهای جنسی را متواف میهورمون

باشد می (Apigenin) ای بع نام آپیژنینادهاز مگیاه سرشار 

در   .41)های مرگ سیلولی اسیتتولید آنزیش کع محرک

سییایر مطالعییات نیییز اسییتفاده از دوزهییای بییالاتر وصییاره 

های حساسیتی ونوان شیده بومادران سبب ایجاد واکنش

  گیزارش نمودنید 2211پرندین و همکیاران )  .33)است

 622و  222بییالا )کییع وصییاره گییل بومییادران در دوز 

هیای گرم بر کیلوگرم  شانس بیاروری را در میوشمیلی

کریشییی و همکیاران   .42)دهیدصحرایی نر کاهش می

  نیز گزارش نمودند کع وصاره گیاه بومادران بیع 2224)

تواند بع ونوان یک ترکییب ضید می g/kg/bw2/1 میزان

پذیر در جنس نر معرفیی شیود. باروری با اثرات برگشت

های بع مرور زمان اثرات وصاره از بین رفتع و سلو  یعنی

هیای بندی یافتیعبا جمع . 45)شوندآسیب دیده ترمیش می

گیری نمیود کیع داروی توان چنین نتیجعمیمطالعع حاضر 

-از طریق بر هش زدن تعیاد  اکسیداسییون سیکلوفسفامید

احیاء سیبب اخیتلا  در رونید اسیپرماتوژنز و در نهاییت 

گیردد. حیا  آن کیع تجیویز لید مثلی نر میمسمومیت تو

گیرم میلی 73وصاره هیدروالکلی گل بومادران بع میزان 

بر کیلوگرم تغییرات سوء شیمی درمانی را بر پارامترهای 

 هیامختلف باروری کاهش داد و نقش حفاظتی خوبی بر آن

شود مطالعات تکمیلی در سطو  داشت، البتع پیشنهاد می

 ت تعیین دوز مؤثر صورت گیرد.سلولی و مولکولی جه
 

 سپاسگزاری
وسیییلع از معاونییت محتییرم پژوهشییی دانشییگاه بییدین

ارومیع بع خاطر تأمین بودجع این تحقیق و از آایای ولیی 

کریمی کارشناد بخش بافت شناسی و جنین شناسی بیع 

  آید.خاطر کمک های تکنیکی تشکر بع ومل می
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