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Abstract 
 

Background and purpose: Atherosclerosis is a major cause of death in adults in most countries. 

Many studies have focused on the protective role and anti-inflammatory properties of adiponectin but its 

role in calcification has been less studied. Studies that could determine the causes and mechanisms of 

calcification could be of great value. The aim of this study was to investigate the effects of adiponectin on 

osteonectin gene expression, a protein involved in vascular calcification. 

Materials and methods: In this experimental study, vascular smooth muscle cells were obtained 

from Pasteur Institute of Iran and were cultured in F12K medium containing β-glycerophosphate as 

calcifying stimuli. The cells were treated with 5μg/ml adiponectin. At 24 and 48 hours osteonectin gene 

expression in these cells was studied against control cells using real time PCR. 

Results: We observed that adiponectin increased osteonectin gene expression against control 

cells 2.17 and 3.6 fold in vascular smooth muscle cells at 24 and 48 hours, respectively. 

Conclusion: Increasing the expression of osteonectin gene lead to increases in calcification, 

therefore, adiponectin could be considered as a risk factor for atherosclerosis. 
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 پژوهشي

  اثر آديپونكتين بر بيان ژن استئونكتين در رده سلولي عضله صاف رگ
  
        1سارا نيكنام

        2كيهان قطره ساماني
        3سيد اسد االله اميني

  4عفت فرخي
  چكيده

تر مطالعات   است، بيش   سالان در اكثر جوامع      آترواسكلروز يكي از دلايل عمده مرگ و مير در بزرگ          :سابقه و هدف  
تـر مـورد توجـه        بركلسيفيه شدن عروق كـم     آنبوده و نقش      محافظتي آديپونكتين و خواص ضد التهابي آن متمركز        بر نقش 

 .تواننـد ارزشـمند باشـند       مـي  ،و علل كلسيفيه شدن كمـك كنـد        مطالعاتي كه به مشخص كردن مكانيسم      بنابراين. بوده است 
ثر در كلـسيفيه شـدن   ؤهـاي م ـ   يكـي از پـروتئين   كـه ستئونكتينبر بيان ژن ا هدف اين مطالعه بررسي اثر هورمون آديپونكتين  

  .باشد مياست، عروق 
  هـاي عـضلاني صـاف عـروق از انـستيتو پاسـتورايران تهيـه و در محـيط                   در اين مطالعه تجربي، سـلول      :ها مواد و روش  

 μg/ml5 هـا بـا غلظـت     سـلول .  كـشت شـدند  ، حـاوي بتاگليسروفـسفات بـه عنـوان محـرك كلـسيفيه شـدن       F12K كـشت  
در مقابـل كنتـرل بـا اسـتفاده از       ها  بيان ژن استئونكتين در اين سلول      ، ساعته 48 و   24هاي   آديپونكتين تيمار گرديد و در زمان     

  . مورد بررسي قرار گرفتReal time PCRتكنيك 
عته نـسبت    سـا  48 و   24هـاي    ها در زمان   هاي عضلات صاف رگ    آديپونكتين بيان ژن استئونكتين را در سلول      : :ها يافته

  .دهد  بار افزايش مي6/3 و 17/2به كنترل به ترتيب 
به عنوان يـك عامـل خطـر در تـشديد كلـسيفيكاسيون در               تواند آديپونكتين با افزايش بيان ژن استئونكتين مي       :استنتاج

 .آترواسكلروز عمل كند
  

  نكتينها، آديپونكتين، استئو هاي صاف ديواره رگ آترواسكلروز، سلول: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
تــصلب شــرايين بــا رســوب ليپيــد و مــواد ديگــر در 

نتيجه اين  . ها مشخص مي شود    ديواره داخلي برخي رگ   
بـوده   )آترومـا (  چربي –هاي فيبري  يند تشكيل پلاك  آفر

 و موجـب تنگـي      )1(يابـد  كه با افزايش سـن افـزايش مـي        
عمده مـرگ   اين بيماري يكي از دلايل  .گردد ها مي  رگ

هـاي هنگفتـي را بـه        سالان است و هزينـه     گو مير در بزر   

 آتـرو اسـكلروز از تـشكيل        .)3،  2(كنـد  جوامع تحميل مي  
 ها  در لايه اينتيماي رگ(Fatty Streaks)نوارهاي چربي 

پـلاك  شروع و در سـير خـود بـه پـلاك فيبـرو آترومـا،                
. )5،  4(شـود  هاي عارضـه دار تبـديل مـي        فيبروزه و پلاك  

هاي ايمني موجـود در   از سلول در بسياري   فعاليت التهابي 
  بسياري توسطهاي  و سايتوكاين آتروم ديده شده است

  
  E-mail:kgsamani@yahoo.com         گروه بيوشيمي، دانشكده پزشكي، رحمتيه:شهركرد -كيهان قطره ساماني :مولف مسئول

 ايران ،شهركرد دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، دانشجوي كارشناسي ارشد بيوشيمي باليني،. 1

  ايران گروه بيوشيمي، مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، شهركرد،، استاديار. 2
  ايران شهركرد، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، ،يمركز تحقيقات بيوشيمي بالين گروه بيوشيمي،، استاديار. 3
  30/9/1392:تاريخ تصويب           1/6/1392 :صلاحات تاريخ ارجاع جهت ا          26/5/1392: تاريخ دريافت  
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 پژوهشي

كلسيفيه شدن آتروم طبـق     .)5(گردد ها توليد مي   اين سلول 
از  ينــد فعــال و تنظــيم شــده در ديــواره عــروق آيــك فر

و بـا افـزايش كلـسيفيه        ابتداي تشكيل آتروم شروع شـده     
. )7،  6(گـردد  تـر مـي     احتمال پارگي آتروم نيز بيش     ،شدن

هـاي عروقـي     هـا، تمـايز سـلول       شـدن رگ   علت كلسيفيه 
دنبال تحريك با سايتوكاين هـا، فاكتورهـاي التهـابي و            هب

ــوپروتئين ــلاك   ليپ ــه در پ ــر يافت ــاي تغيي ــروم،   ه ــاي آت ه
كلسيفيه شدن آترواسكلروتيك از نظر تمايز      . )8(باشد مي

ــوب     ــدن و رس ــدني ش ــيت، مع ــت و كندروس استئوبلاس
 تشكيل اسـتخوان    ماتريكس استخواني با كلسيفيه شدن و     

  ).10، 9(مشابه است
دهنــد عــروق كلــسيفيه شــده و  مطالعــات نــشان مــي

ــلول ــروتئين   س ــشت، پ ــيط ك ــي در مح ــاي عروق ــاي  ه ه
را بيـان   ) ON(ماتريكس اسـتخوان از جملـه اسـتئونكتين         

اســتئونكتين در همــه مراحــل تــشكيل  .)12، 11(كننــد مــي
هـاي   رسد از تنظيم كننده    شود و به نظر مي     آتروم بيان مي  

اين گليكـو   . )14،  13(مثبت كلسيفيه شدن عروق مي باشد     
پروتئين در استخوان توسـط استئوبلاسـت ترشـح شـده و           

چنين افزايش تشكيل بلور     باعث شروع معدني شدن و هم     
چنين تمايل زيادي براي اتصال       اين پروتئين هم   .گردد مي

ــافتي دارد   ــلاژن ب ــسيم و ك ــه كل ــه  . ب ــده ك ــشخص ش م
ــتئونكتين در خــو ــكلروز  اس ــه آترواس ــتلا ب ــاران مب ن بيم

دهـد و بـه عنـوان يـك          افزايش قابـل تـوجهي نـشان مـي        
ــرو اســكلروزمطرح    ــرو ژنيــك در آت شــاخص تمــايز آت

 .)16، 15(باشد مي

 در بافت   آديپو نكتين انساني در شرايط طبيعي تماماً      
ــي   ــان م ــي بي ــود چرب ــين در   . )17(ش ــو نكت ــده آديپ گيرن

ثابـت    و )19،  18(شـده هاي آئورت انساني شناسايي      سلول
توانـد توليـد      پس مي  ،هاي ضد التهابي دارد    شده كه ويژگي  

تبديل ماكروفـاژ    .آتروم در ديواره عروق را كاهش دهد      
  چنـين برداشـت     و هـم (foam cell)هـاي كفـي    به سـلول 
ox LDL توسط ماكرو فاژ در حضور آديپونكتين كـاهش  

هـا و    يتآديپو نكتين از چـسبيدن مونوس ـ     . )21،  20(يابد مي
هاي  هاي مسئول چسبيدن لكوسيت در سلول بيان مولكول

سـطح آديپـونكتين در     . )22(كنـد  اندوتليوم جلوگيري مي  
 (CAD)  و بيمـاري عـروق كرونـري    2چاقي، ديابت نوع    

-يـك ارتبـاط مـستقيم بـين مقـدار           . )23(يابـد  كاهش مي 

cHDL و apo A-1    ــونكتين در ــت آديپ ــما و غلظ پلاس
 هرچنـد مكانيـسم آن هنـوز        ،ه اسـت  انسان نشان داده شد   

در عين حال بعـضي مطالعـات نـشان          .)24(مشخص نيست 
دهنده ارتباط مثبت بـين آديپـونكتين و ريـسك ابـتلا بـه              

در . )25(بيماري عـروق كرونـر در افـراد مـسن تـر اسـت             
روي مردان بريتانيايي مسن كه علائم بيماري       راي ب  مطالعه

بـالاي    غلظـت   مشاهده شد كـه    ،عروق كرونر را نداشتند   
مـرتبط   آديپونكتين با ريسك بالاي بيماري عروق كرونر      

  .)27، 26(است
تر مطالعات بر نقـش محـافظتي        كه بيش  رغم اين  علي

هـاي   ولي يافته ،  آديپونكتين در آترو اسكلروز اشاره دارد     
چنـين   هـم  .متضاد با اين مطلب نيـز گـزارش شـده اسـت           

بـوده و    زتر مطالعات بر خواص ضد التهـابي متمرك ـ        بيش
تـر مـورد     نقش آديپونكتين بركلـسيفيه شـدن عـروق كـم         

ثير أتـــ و تنهــا در چنـــد مطالعــه از جملــه    توجــه بــوده  
هـاي ماهيچـه     آديپونكتين بر تمايز استئوبلاسـتيك سـلول      

بررسـي  ) (CVSMCsكلسيفيه شده ديواره عروق      صاف،
شـــده و ثابـــت شـــده كلـــسيفيكاسيون از طريـــق مـــسير 

ــيگنالينگ  ــار   تAdipoR1/p38س ــونكتين مه وســط آديپ
  .)28(گردد مي

ــسيفيكاسيون در فر    ــت كل ــه اهمي ــه ب ــا توج ــد آب ين
هـايي ماننـد اسـتئونكتين در        و نقش پـروتئين    آتروژنيسيته

فرايند كلسيفيه شدن، مطالعاتي مانند مطالعه حاضر كه به         
 ،كنند كند كردن اين فرآيند كمك مي      يابي يا روند   علت
  .توانند بسيار ارزشمند باشند مي

  

  ها  روشمواد و
 :كشت و تيمار سلول

هـاي عـضلاني صـاف       در اين مطالعه تجربي، سـلول     
كه از بانك سلولي انستيتو پاستور ايران       ) VSMC(عروق  

ايـن  .  كشت داده شد   F12Kتهيه شدند، در محيط كشت      



  ن ژن استئونكتين بر بياديپونكتيناثر آ
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اســكوربيك اســيد،  mg/ml 05/0محــيط كــشت حــاوي 
mg/ml 01/0،ــسولين ــسفرين،  mg/ml 05/0 انــــ ترانــــ
ng/ml10    ،سديم سلنيت mg/ml03/0 هـاي رشـد     مكمل
ــلول ــدوتليال   سـ ــاي انـ ــدEGFS( ،10(هـ   ،FBS  درصـ

mM10HEPES ،U/ml 100100ســــيلين   پنــــي ،U/ml 
. باشد  آمفوتريسين مي  درصد 01/0 استرپتومايسين و    100

جهت ايجاد يك محـيط اسـتئوژنيك، بـه محـيط كـشت           
. اضـــافه گرديـــد)  ميلـــي مـــولار10(بتاگليسروفـــسفات 

 5 درجـه و     37ها در فلاسك مناسب در انكوبـاتور         لولس
كنتـرل  . و رطوبت مناسب كـشت داده شـد        CO2 درصد

هاي در حال كـشت از نظـر شـرايط رشـد و              روزانه سلول 
انجـام شـد و بـر حـسب نيـاز پاسـاژ         غيره   تقسيم سلولي و  

 6 تـا    4ها، از پاساژ     بعد از رشد و تكثير سلول     . داده شدند 
  .ت استفاده گرديدبراي انجام آزمايشا

 خانه مخصوص كشت به ميزان      12ها در پليت     سلول
 ها وقتي تراكم سلول.  تقسيم گرديد، هزار در هر چاهك15

ــه حــدود  ــونكتين هــا ل  ســلو، رســيد درصــد80ب ــا آديپ  ب
)Adiponectin HMW_ rich Human HEK293(  تهيـه

در برابــر گــروه كنتــرل  ،Bio Vendorشــده از شــركت 
كـار رفتـه در ايـن        هلظـت آديپـونكتين ب ـ    غ. تيمار گرديـد  
  ســاعت48 و 24پــس از. )1( بــودμg/ml5آزمايــشات، 

هاي تيمار شـده و      سلول ها با آديپونكتين،   مجاورت سلول 
ــونكتين (هــاي كنتــرل  ســلول ــا آديپ ــدون مجــاورت ب ، )ب

 RNA تـا در مراحـل بعـد       ،آوري شـدند   تريپسينه و جمـع   
  .ها استخراج گردد آن

  
  :cDNAت  و ساخRNAاستخراج 

RNA بـــــــا اســـــــتفاده از كيـــــــت بيـــــــوزول   
)Bioflux-Malaysia(    وطبق دستورالعمل مربوطه استخراج 

شده و غلظت و كيفيت آن بـه روش اسـپكتروفوتومتري           
سپس بـا   . يد گرديد تعيين و تأي  ) نانودراپ(در مقياس كم    

اســتفاده از كيــت و طبــق دســتورالعمل شــركت ســازنده  
ميكروگرم از هـر     3در حدود   )Thermo-Canada(كيت  
  .به كار رفت cDNAحاصله براي ساختن  RNAنمونه 

  :بررسي بيان ژن استئونكتين
 بـا  و Real Time PCR بيان ژن استئونكتين با روش

 توسـط دسـتگاه  ) Syber green(استفاده از سايبر گـرين  
Rotor-Gene(Corbett  3000-Australia)بررسي گرديد . 

 اسـتفاده گرديــد و   بـه عنـوان ژن مرجــع  GAPDHاز ژن 
هـاي تيمـار شـده و        ميزان بيـان ژن اسـتئونكتين در گـروه        

 3بـراي هـر نمونـه       . گيري قرار گرفت   كنترل مورد اندازه  
اسـتفاده در    توالي پرايمرهـاي مـورد    . تكرار انجام گرديد  

شرايط انجام آزمايش   .  آورده شده است   1  شماره جدول
 95اي   دقيقـه فعـال شـدن آنـزيم در دم ـ          5: عبارت بود از  

 59 ثانيـه،    15 درجه به مـدت      95 سيكل شامل    40درجه،  
  . ثانيه30 درجه به مدت 72 ثانيه و 20درجه به مدت 

  
  توالي پرايمرهاي مورداستفاده و طول محصول :1 شماره جدول

  

  ژن )'3-'5(توالي پرايمر  طول محصول

112 
Forward: ACACCCACTCCTCCACCTTTG 
Reverse: TCCACCACCCTGTTGCTGTAG GAPDH 

73 Forward: TCTTCCCTGTACACTGGCAGTTC 
Reverse: AGCTCGGTGTGGGAGAGGTA 

Osteonectin 

  
ييد تكثير قطعـات  أپس از انجام آزمايش، به منظور ت  

 اختصاصي هر ژن و عدم حضور محصولات غيراختصاصي       
) Melting Curve(و پرايمر دايمر، نمودار منحنـي ذوب  

ميـزان بيـان ژن     .  گرفـت   مورد بررسي قـرار    ،براي هر ژن  
 ارزيـابي   ΔΔCTاستئونكتين با روش كمي نسبي و تعيين        

 .]ΔCT = ΔΔCT) تيمار شده (- ΔCT) تيمار نشده(گرديد 
اسـتاندارد  جهت بررسي ميزان بـازدهي واكـنش، نمـودار          

 cDNA هـاي مختلفـي از     به اين منظـور رقـت     . رسم گرديد 
جـام   انReal Time PCRهـا واكـنش    تهيه شـد و بـراي آن  

ــد ــي اســتاندارد برحــسب غلظــت . گردي  هــاي ســپس منحن
هـا،   آن Ct (cycle threshold) و ميـزان  cDNAمختلف 

رسم گرديد و بـازدهي   Real TimePCRتوسط دستگاه 
 SPSS 11.5افزار  ها با نرم در نهايت داده .واكنش تعيين شد
  . آناليز و مقايسه شدندt- testو آزمون آماري 

  

  يافته ها
ــ ــزان  ثير آديأتـ ــه ميـ ــونكتين بـ ــر روي μg/ml5پـ    بـ
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 نــشان داد، آديپــونكتين بيــان ژن   VSMCهــاي  ســلول
 و  24 در زمان هـاي      VSMCهاي   استئونكتين را در سلول   

نمـودار  (  افـزايش داد    بار 6/3 و 17/2ترتيب   ساعت به    48
ــماره  ــل از  ). >p 05/0) (1ش ــايج حاص ــار تكــرار  3نت  ب

  .باشد مي
  

  
  

ــماره   ــودار ش ــاثير آ :1نم ــا غلظــت  ت ــونكتين ب ــان   μg/ml5ديپ ــر بي   ب
   ساعت48 و 24در زمان هاي  VSMCژن استئونكتين در رده سلولي 

  
پــس از ترســيم منحنــي اســتاندارد بــراي ژن مرجــع  

)GAPDH( ــتئونكتين ــتاندارد ،و اسـ    شـــيب منحنـــي اسـ
   محاســبه شــد و ميــزان    -445/3 و -449/3بــه ترتيــب   

اسـتاندارد بـه    بازده واكـنش بـا اسـتفاده از شـيب منحنـي             
 نمـودار .  محاسـبه شـد     درصـد  1/95 درصـد و     95ترتيب  
 منحني استاندارد مربـوط بـه ژن مرجـع را نـشان             2 شماره

  .مي دهد
  

  
  

  منحني استاندارد مربوط به ژن مرجع :2 شماره نمودار

ــودار ــل از نم ــي ذوب، حاص ــصاصي   منحن ــر اخت تكثي
 مورد نظر و عدم جفـت شـدن پرايمرهـا را نـشان              هاي ژن
  .)3نمودار شماره  (ددا

  

  
  

   مربـوط بـه بيـان    real time منحنـي ذوب واكـنش   :3نمـودار شـماره   
  GAPDH مقابل ژن مرجعژن استئونكتين در 

  

  بحث
 بيان ژن اسـتئونكتين     ،نتايج نشان داد كه آديپونكتين    

 افزايش داده اسـت و بـه عنـوان         VSMCهاي   را در سلول  
شــرايط در  يــك عامــل افــزايش دهنــده كلــسيفيكاسيون

 در مـورد  اي كـه     در مطالعـه  . كنـد  زمايشگاهي عمل مي  آ
ــ ــر و تمــايز ســلول أت ــه روي تكثي ــونكتين ب هــاي  ثير آديپ

ــورت گرفـــت  ــه  ،استئوبلاســـت صـ ــد كـ ــشخص شـ  مـ
كند  هاي استئوبلاست را زياد مي     آديپونكتين تكثير سلول  

و باعث افزايش وابـسته بـه دوز و زمـان فعاليـت آلكـالن               
 1ن استئوكلـسين و كـلاژن نـوع         فسفاتاز و توليـد پـروتئي     

ــه ايــن مطالعــه  . )29(شــود مــي ــه يافت ــا توجــه ب در  حــال ب
 افزايش بيـان اسـتئونكتين كـه يكـي          ،VSMCهاي   سلول

هـا   هاي ترشح شده توسـط استئوبلاسـت       ديگر از پروتئين  
 كـه بـه     يدر مطالعـه ديگـر    . باشـد  نمـي دور از ذهـن      است

ود هـاي بـا كمب ـ      عروقـي در مـوش     بررسي كلسيفيكاسيون 
هـاي   ثير آديپـونكتين در سـلول     أآديپونكتين در بـدن و ت ـ     

عضلاني صاف ديـواره عـروق در شـرايط آزمايـشگاهي           
 مشاهده شد كه آديپونكتين فعاليت آلكـالن        ،پرداخته بود 

ــرتئين     ــان پ ــسين، بي ــح استئوكل ــسفاتاز، ترش  و Runx2ف
 هاي عضلاني صاف ديواره عـروق      معدني شدن را در سلول    

  يعني آديپـونكتين   ،كند مهار مي ) CVSMCs(كلسيفيه شده   
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هـاي   در مطالعه ذكر شده به عنوان كاهش دهنده پروتئين        
غلظـت  . )30(درگير در كلسيفيكاسيون عمل كـرده اسـت    

 و μg/ml30شـده  آديپونكتين به كار رفته در مطالعه ذكر     
 In vivo به عـلاوه در شـرايط   ، روز بوده20مدت اثر آن 

صورت گرفته است كه به نظر مي رسـد اخـتلاف نتـايج             
 .اين مطالعه با مشاهدات ما به دلايل فوق بوده است

مطالعه ديگري كه به بررسي ارتباط بين آديپونكتين        
ســالان مــسن  و بيمــاري عــروق كرونــر قلبــي در بــزرگ 

 بــين افــزايش آديپــونكتين و ،پرداختــه بــود مــشاهده شــد
ي عروق كرونر قلبي ارتباط     افزايش ريسك ابتلا به بيمار    

ــود دارد  ــستقيم وج ــن  . )25(م ــونكتين در اي ــت آديپ غلظ
ــه ــونكتين نقـــش  μg/ml6/12 مطالعـ ــه آديپـ  اســـت و بـ

  .آتروژنيك داده شده است
اي ســطح اســتئونكتين در خــون بيمــاران  در مطالعــه

 افزايش نشان داده و اين پروتئين       ،مبتلا به كلسينوز عروق   
 تنهـا   وپيـشنهاد شـده اسـت       عنوان بيوماركر تشخيـصي      هب

نقش احتمالي براي ايجـاد آترواسـكلروز بـه اسـتئونكتين        
حـالي كـه ممكـن اسـت         در. )15(نسبت داده شـده اسـت     

هـاي محـافظتي در      عنوان يكي از مكانيـسم     هاستئونكتين ب 
بيماران مبتلا به كلسينوز عروق كرونر افزايش پيدا كـرده    

عنـوان عامـل     هب ـكه به نقش استئونكتين      جايي از آن . باشد
طـور قطـع اشـاره نـشده         هافزاينده ريسك آترواسكلروز ب   

سازي دركلسيفيه شدن    است، اگر اين پروتئين نقش فعال     
عنوان مهاركننـده كلـسيفيكاسيون عمـل        هنداشته باشد و ب   

نمايد، طبيعي است كه نقش محافظتي آديپونكتين كه در         
ضـر  مطالعـه حا  هـاي    مطالعات مكرري اثبات شده با يافته     

  .سو خواهد بود نيز هم
طور خلاصه اگر استئونكتين به عنوان عامـل فعـال           هب

كننده كلسيفيه شدن عروق در نظر گرفته شود، بـا توجـه            
ثير أبه اين نكته كـه در ايـن مطالعـه اسـتئونكتين تحـت ت ـ              

تـوان نتيجـه گرفـت       آديپونكتين افزايش يافته اسـت، مـي      
هـاي    در سلول  آديپونكتين با تشديد فرايند كلسيفيه شدن     

تواند باعث تشديد آترواسـكلروز شـود        ديواره عروق مي  
عنوان يـك عامـل دفـاعي و جبـران      هاما اگر استئونكتين ب  

كننده در بيماران مبتلا به تنگي عروق درنظرگرفته شود،         
هـاي ضـد التهـابي در        طوركه آديپونكتين با ويژگي    همان

تين  با افـزايش اسـتئونك     ،كاهش آترواسكلروز نقش دارد   
  .نيز اثر محافظتي در برابر آترواسكلروز خواهد داشت

آديپـونكتين  توان نتيجه گيري كرد كـه        در پايان مي  
هـاي صـاف     باعث افزايش بيان ژن استئونكتين در سـلول       

گـردد و بـسته بـه نقـش اسـتئونكتين            عضلات عروق مـي   
تواند اثر تـشديد كننـده و يـا مهاركننـده در كلـسيفيه               مي

  .باشدشدن عروق داشته 
  

  سپاسگزاري
هزينه طرح پژوهشي مربوط به ايـن مطالعـه توسـط           

مين أمعاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد ت ـ      
  .گردد وسيله تشكر مي گرديده است كه بدين
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