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Aim: Cell therapy using mesenchymal stem cells (MSCs) can be a promising tool 

in regenerative medicine. One of the richest sources of mesenchymal stem cells is 

fetal bone marrow. Silymarin has strong antioxidant and anti-inflammatory 

activities with a positive effect on the proliferation of some cells as well as anti-

osteoporosis properties. This study aimed to show the effect of silymarin on the 

differentiation of mesenchymal stem cells derived from the bone marrow of sheep 

embryos into the osteogenic line. 

Materials and Methods: Mesenchymal stem cells were isolated from the bone 

marrow of sheep embryos. MTT test was performed to investigate the cytotoxicity 

of silymarin on cells at different concentrations for 24 and 72 hours. Then, cells in 

one of 8 groups 1: negative control; 2: treated with 10 μmol/liter silymarin in the 

usual environment, 3: treated with 20 μmol/liter silymarin in the usual 

environment, 4: treated with 100 μmol/liter estradiol in the usual environment, 5: 

positive control, 6: treatment treated with 10 μmol/liter silymarin in the 

differentiation medium, 7: treated with 20 μmol/liter silymarin in the differentiation 

medium, 8: treated with 100 μmol/liter in the differentiation medium, were cultured 

for 21 days. To determine the osteogenic differentiation of cells, the deposition of 

hydroxyapatite ions was examined using alizarin staining, and also, the amount of 

ALP enzyme secretion was also measured in the studied groups. Results: 

Comparing the average optical absorption of cells at different concentrations 

between 24 and 72 hours after treatment showed that the average optical absorption 
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of cells at zero concentration of silymarin after 72 hours of treatment decreased in 

comparison with those treated for 24 hours (P<0.05), but no significant difference 

was observed in other concentrations (P>0.05). Examining the level of ALP 

enzyme secretion, 21 days after treatment with silymarin in the studied groups 

showed that the highest level of enzyme secretion was in group 8 (P≤0.05). The 

lowest amount of enzyme secretion was observed in group 1 (negative control) and 

then in group 2 and group 3 respectively (P<0.05). No significant difference was 

observed between groups 4, 5, and 6 (P>0.05). Based on the alizarin red staining 

results, calcium ions deposition was observed in all the groups related to the 

differentiation medium, which increased in groups 8, 7, 6, and 5, respectively. In 

the groups cultured in the usual environment, there was no calcification in group 1 

and the amount of calcification increased in groups 2, 3, and 4, respectively. In 

total, the amount of calcification in the differentiation environment groups was 

higher in comparison with the usual environment. 
Results: During this study, Silymarin had no toxic effect on the mesenchymal stem cells 

derived from the bone marrow of sheep embryos in the studied concentrations after 24 and 

72 hours of treatment. It increased the differentiation of the cells into the osteogenic 

lineage in a concentration-dependent manner. 

Conclusion: It seems that with further studies and identification of the molecular pathways 

of silymarin's effect, it can be used in cell therapy in order to repair bone lesions. 
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های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان  ثرات سیلیمارین روی تمایز سلولا

 ‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮زاس‮دودمان استخوان  جنین گوسفند به

 2، لیلا سلطاني2مهر ، مهرداد پویان2، طیبه محمدي1اسحاق مروتي      

دانشگاه رازي، دانشکده دامپزشکي، گروه علوم پایه و پاتوبیولوژي، کرمانشاه، ایران، ي دکتري عمومي دامپزشکيآموختهدانش1  

گروه علوم پایه و پاتوبیولوژي، کرمانشاه، ایراندانشگاه رازي، دانشکده دامپزشکي، ، استادیار2  

پردیس کشاورزي و منابع طبیعي، گروه علوم دامي، کرمانشاه، ایراندانشکده دانشگاه رازي، ، استادیار3  

 

 

 واژگان کلیدی

 
 چکیده

هللای بنیللادی سلللول

مزانشللیمی، تمللایز،  

اسللللللللت وژنی ، 

، آلکللالین نریسللیلیما

 فسفاتاز 

( مي تواند ابزاري امیدوار MSCsهاي بنیادي مزانشیمي )استفاده از سلولسلول درماني با  :هدف 

مغز  کننده به عنوان طب بازساختي باشد. یکي از غني ترین منابع سلول هاي بنیادي مزانشیمي

است. سیلیمارین داراي فعالیت هاي آنتي اکسیداني و ضد التهابي قوي با تأثیر  استخوان جنین

ز سلول ها و همچنین خاصیت ضد پوکي استخوان است. این مطالعه با هدف مثبت بر تکثیر برخي ا

نشان دادن اثر سیلیمارین بر تمایز سلول هاي بنیادي مزانشیمي مشتق از مغز استخوان جنین 

از مغز  ي بنیادي مزانشیميهاسلول :هاشمواد و رو گوسفند به رده  استئوژنیک انجام شد.

سیلیمارین روي  جهت بررسي سمیت سلولي MTTآزمون  گوسفند جدا شدند. یناستخوان جن

 8ها در یکي از  سلولسپس، ساعت انجام شد.  72و  24هاي مختلف در زمانهاي ها درغلظت سلول

: تیمار 3سیلیمارین در محیط معمول، میکرومول بر لیتر  10: تیمار شده با 2: شاهد منفي؛ 1گروه 

میکرومول بر لیتر  100: تیمار شده با 4سیلیمارین در محیط معمول، بر لیتر  میکرومول 20شده با 

سیلیمارین در میکرومول بر لیتر  10: تیمار شده با 6 ،: شاهد مثبت5استرادیول در محیط معمول، 

: تیمار شده 8سیلیمارین در محیط تمایزي، میکرومول بر لیتر  20: تیمار شده با 7محیط تمایزي، 

 یزتما یینجهت تعروز کشت شدند. 21مدت  به ،در محیط تمایزيکرومول بر لیتر می 100با 

 يبررس یتآپات یدروکسيه یونرد رسوب  یزارینآل آمیزي رنگ از استفاده با ها،سلول یکاستئوژن

مقایسه  :نتایج شد. یريمورد مطالعه اندازه گ يدر گروه ها ALP یمترشح آنز یزانم ینشد  و همچن

ساعت پس از تیمار  72و  24هاي هاي مختلف بین زمانها در غلظتنوري سلولمیانگین جذب 

ساعت پس از تیمار نسبت  72ها در غلظت صفر سیلیمارین، نشان داد که میانگین جذب نوري سلول

ها تفاوت معني دار ( اما در سایر غلظت>05/0Pساعت پس از تیمار کاهش نشان داد) 24به زمان 

هاي مورد روز پس از تیمار در گروه ALP ، 21بررسي میزان ترشح آنزیم   (.<05/0Pمشاهده نشد)

. کمترین (≥05/0P)بود  8مطالعه نشان داد که در مجموع بیشترین میزان ترشح آنزیم در گروه 

مشاهد  3و گروه  2 )کنترل منفي( و پس از آن به ترتیب در گروه 1میزان ترشح آنزیم در گروه 

15/09/1400: افتیدر خیتار  

21/11/1400: یبازنگر خیتار  

 25/11/1400: رشیپذ خیتار
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 5/ شماره 2/ دوره 13/ جلد 1401سلول و بافت/ سال 

(. بر اساس نتایج P>0.05تفاوت معني دار مشاهده نشد) 6و   5، 4هاي روه. بین گ(>05/0P)شد

هاي مربوط به محیط کشت حاصل از رنگ آمیزي آلیزارین رد، رسوب املاح کلسیم در تمام گروه

هاي کشت شده افزایش یافت. در گروه 5و  6، 7، 8هاي تمایزي مشاهده شد که به ترتیب در گروه

 4و  3، 2هاي رسوبي مشاهده نشد و میزان رسوب به ترتیب در گروه 1وه در محیط معمول، در گر

هاي محیط تمایزي بیشتر از محیط معمول بود. افزایش نشان داد. در مجموع میزان رسوب در گروه

هاي مورد بررسي روي سلولهاي بنیادي مزانشیمي مشتق از مغز سیلیمارین در غلظت نتیجه گیری:

هاي مورد بررسي باعث افزایش تمایز اثر سمیت ندارد و همچنین در غلظت استخوان جنین گوسفند،

ها به رده ي استخوانساز مي شود که این افزایش وابسته به غلظت است. از این رو، به نظر مي سلول

توان از آن در سلول رسد با مطالعات بیشتر و شناسایي مسیرهاي مولکولي اثر گذاري سیلیمارین، مي

 . ترمیم ضایعات استخواني استفاده کرد درماني جهت

 مقدمه -1

که  درحالي شودها بازسازي ميها و استئوبلاستطور پیوسته با فعالیت استئوکلاستاستخوان در سراسر زندگي فرد به   

نظر فرآیند تکویني،  (. از2، 1) دشوهاي استئوسایت، کنترل مي ي مکانوسنسوري، سلولفرمانده هاي ي فعالیت سلول وسیله به

عنوان یک سلول استخواني کاملا  دیگر، استئوسیت به عبارت شود، بههاي مزانشیمي آغاز مي سلول جمع شدناستخواني شدن با 

هاي  هاي بنیادي مزانشیمي سلول شود. سلولشناخته مي هاي بنیادي مزانشیمي مشتق از مغز استخوان تمایزیافته از سلول

ت یت و میوسیت، آدیپوسیقبیل استئوبلاست، کوندروس مختلفي ازهاي  تمایز به سلول ساز چندتواني هستند که قادر بهپیش

در طول فرآیند  ز،و آلکالین فسفاتا 1استخواني مثل کلاژن نوع  ماتریکساجزاي ها که استئوبلاست ازاین (. بعد5-3هستند )

ي هاي پوشاننده شدن به سلول ( تبدیل1شوند )هاي زیر مواجه مي(، با یکي از سرنوشت7، 6سازند )بازسازي استخوان را مي

 (.8) یسپتوزو( طي کردن فرآیند آپ3شده در استخوان و ) هاي تعبیهشدن به استئوسایت ( تبدیل2استخوان، )

در راستاي القاي را هاي استاندارد طلایي نراله شدن آن، محققان مختلف پروتکلدر مطالعات تمایز به استخوان و می

گلیسرول فسفات -اسید و بتاساز ازقبیل آسکوربیکهاي شیمیایي استخوانکارگیري مکمل به با، آزمایشگاهي تمایز استئوژنیک

در مطالعات بسیاري موردبررسي قرارگرفته است.  دیگر، تمایز آزمایشگاهي استئوسایت نیز (. ازطرف10، 9)اند دست آورده را به

ي طولاني کشت در محیط کشت استاندارد طلایي در ظرف کشت هاي پیش ساز استئوبلاست پس از دوره که سلول ازاین بعد

هاي شبه  (. اگرچه سلول12، 11کنند )هاي استخواني را ایجاد ميبعدي از نودولتشکیل شدند، ساختارهاي گنبدي سه

ها به شوند، روش کارآمد براي دستیابي تمایز مستقیم استئوسایتها پدیدار ميوسایت درنهایت چند هفته در داخل ندولاستئ

طور تصادفي بعد از کشت  هاي شبه استئوسایت به زیرا که سلول ،هاي بنیادي ثابت نشده است ساز یا سلولهاي پیش سلول

 شوند.ها پدیدار ميمدت در ندول طولاني

است. فعالیت سیلیمارین شامل افزایش  Silybum marianumارین کمپلکسي طبیعي مشتق از گیاه خارمریم یمسیل

ي در محافظت کبد تواسطه فعالیت آنتي اکسیدان علاوه، به هاست. ب Iپلیمرازي  RNAگلوتاتیون کبدي و تحریک فعالیت آنزیم 

هاي آزاد ناشي از  تولید رادیکال ،ي سیلیمارینتاکسیدان فعالیت حفاظت کبدي و آنتي در نتیجه(. 13نیز مشارکت دارد )

 (. در برخي موارد فیبروز کبدي، سیلیمارین اثرات ضد13شود )قبیل تتراکلرید کربن و اتانول مهار مي متابولیسم مواد سمي از

هاي هدایتي داخل براین، با چرخهکند. علاهرا مهار ميچنین پروتئین کینازها  فیبروزي را در طول القاي سیگنال دارد و هم

هاي هدایتي ي استئوبلاستوژنز خود را از طریق چرخهارین اثرات بالقوهلیمچنین سی (. هم14سلولي نیز واکنش اثرمتقابل دارد )

BMP/SMAD/Runx2 گري، تجویز چنین، در مطالعه دی (. هم15د )شکند و سبب ترمیم استخوان در موش مياعمال مي

هاي اواریکتومي شده، تراکم مواد معدني استخوان ران را بهبود داده است و کاهش تراکم خوراکي عصاره گیاه خارمریم در موش

(. در مطالعه دیگري، تجویز سیلیمارین از راه آب آشامیدني 16استخوان ناشي از نبود هورمون استروژن را کاهش داده است )

شده  مطالب ذکر  توجه به (. با17هاي بنیادي مزانشیمي را افزایش داده است )دگي داربست حامل سلولکنن ها، اثر ترمیمموش
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که اطلاع داریم  هاي مزانشیمي به دودمان استخواني را افزایش دهد. تاجایي رسد که سیلیمارین تمایز سلول نظر مي چنین به

 سلولهاي مزانشیمي جداشده از مغز استخوان جنین گوسفند به لاي در خصوص اثر سیلیمارین روي تمایز سلوتاکنون مطالعه

هاي بنیادي مزانشیمي جداشده از مغز  رو در این مطالعه، اثر سیلیمارین روي تمایز سلول نشده است. ازاین  ساز انجام استخوان

  هاي استئوبلاست بررسي شد.استخوان جنین گوسفند به سلول

 ها و روش مواد -2

 هراشا اه جز در مواردي که در متن به آن تمامي مواد مورداستفاده در این مطالعه از شرکت سیگما خریداري شد به مواد:   

            .تسا هدش

 مطالعه حاضر با شناسه :های بنیادی مزانشیمی از مغز استخوان جنین گوسفند جداسازی سلول

IR.RAZI.REC.1399.057  هاي گوسفند از کشتارگاه جنین رازي تصویب شده است.در جلسه کمیته اخلاق دانشگاه

صورت سالم همراه با بافت رحم و جفت به آزمایشگاه منتقل  ي آبستني حیوان بهبیستون کرمانشاه، پس از ذبح دام و مشاهده

ران و  هايشوي جنین، در زیر هود لامینار استخوانو هاي رحم و جفت و شست شد. در آزمایشگاه پس از جداسازي بافت

غني شده با  DMEMجداسازي شد. سپس دو سر استخوان قطع شد و محیط  هاي مختلف کاملا ني جنین از بافتدرشت

سیلین و استرپتومایسین با روش آسپیراسیون از یک سر استخوان وارد و از سر هاي پنيبیوتیکي جنیني و آنتيسرم گوساله

-Tهاي به فلاسکو  ( عبور داده شدمیکرومتر 70ش )واستخوان از م حاوي مغزدیگر خارج شد. در ادامه، محیط آسپیراسیون 

 48زمان   اکسیدکربن براي مدتدرصد دي 5گراد، هواي اتمسفري مرطوب و ي سانتيدرجه 37منتقل و در انکوباتور  25

در ادامه، محیط . شد شو دادهو چندین مرتبه شست DPBSزمان، فلاسک کشت با بافر  ساعت کشت شد. پس از طي این مدت

سیلین و استرپتومایسین اضافه و به انکوباتور هاي پنيبیوتیکآنتي درصد 1درصد سرم و  10غني شده با  DMEMکشت 

ي  وسیله درصد از کف فلاسک به 80که حدود  آن از  بار تعویض محیط صورت گرفت. پس ساعت یک 48هر و  منتقل شد

ها از کف فلاسک جداسازي  ها حذف شد و با کمک آنزیم تریپسین سلول سلول یيروشد محیط  شکل پر  هاي دوکي سلول

شود. جهت هاي پاساژ اول اطلاق مي ها سلول آن ها فریز و بخش دیگر، مجددا کشت داده شدند که به شدند. بخشي از آن

 استفاده قرارگرفت. هاي پاساژ سوم مورد هاي بنیادي مزانشیمي سلول شناسایي سلول

 های بنیادی مزانشیمی ی سلولشناسای

   چاهکي کشت شدند. دو چاهک براي  چهارها در پلیت سلول ،براي این آزمون: های استخوانی و چربی تمایز به سلول

تیمار شده با محیط  ساز و یک چاهک براي گروه تیمار شده با محیط تمایزي استخوان هاي کنترل، یک چاهک براي گروهگروه

میکرولیتر محیط  500هر چاهک  سلول کشت داده شد و به 10000میزان  ساز در نظر گرفته شد. در هر چاهک بهتمایزي چربي

 محیط تعویض بعد ساعت 48. شد اضافه بیوتیک درصد آنتي 1 و درصد سرم 10با گلوکز بالا غني شده با  DMEMکشت 

 تعویض کنترل، هايچاهک مورد در و شد اضافه مربوط هايچاهک به استخواني و چربي تمایزي محیط ازآن پس. شد انجام

مدت سه هفته انجام گرفت.  بار به روز یک 3هاي تمایزي هر  معمول انجام شد. عمل تعویض محیط با محیط محیط با محیط

 ساز بانشد. بعد از سه هفته وقوع تمایز استخوا ولي پلیت گروه کنترل تا پایان دوره فقط با محیط معمولي تعویض محیط مي

 آمیزي اویل رد مورد ارزیابي قرار گرفت. آمیزي آلیزارین رد و تمایز چربي ساز با رنگ استفاده از رنگ
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هاي پاساژ سوم جداسازي شده از بافت مغز استخوان جنین گوسفند براي بررسي بیان  سلول: بیان مارکرهای سطحی

اتصال  FITCکارگیري  مارکرهاي سطحي باکمک آزمون فلوسایتومتري مورداستفاده قرار گرفتند. آنالیز فلوسایتومتري با به

(-)یافته به 
CD34  و)+(

CD44 در محلول پارافرمالدئید تثبیت شدند و  سلول شمارش و 106طور خلاصه،  صورت گرفت. به

 يداب يتنآ ،اج برروي یخ به آزمایشگاه سازمان انتقال خون تهران منتقل شدند. در آن DPBSهاي حاوي سپس در میکروتیوب

 هاگتسد اب ،يکیرات و لاچخی يامد رد ياهقیقد 03 نویسابوکنا زا سپ .دش هفاضا هیوناث ياه يداب يتنآ هب هگوژنوک هیلوا

            .تفرگ رارق يسررب دروم FloMax رازفا مرن زا هدافتسا اب جیاتن و تفرگ ماجنا شناوخ (partec cy-flow) يرتموتیاسولف

 -2,5-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3شده از آزمون هاي کشت سلول يبراي سنجش میزان بقا: ها ارزیابی بقای سلول

diphenyltetrazolium bromide (MTT)  ( استفاده شد. در سنجش متیل تیازول تترازولیوم (MTT فعالیت آنزیم

هاي بنیادي  براي انجام این آزمون سلول .گیرد سنجش قرار مي هاي زنده مورد دهیدروژنازهاي میتوکندریایي در سلول

غلظت صفر( کشت شاهد: در محیط کشت معمول فاقد سیلیمارین )-1 شرح ذیل تقسیم شدند: چندین گروه به مزانشیمي به

: در 2تیمار -3 ،میکرومول بر لیتر کشت داده شدند 1/0: در محیط کشت معمول حاوي سیلیمارین 1تیمار -2 .داده شدند

: در محیط کشت معمول حاوي 3تیمار  -4 ،میکرومول بر لیتر کشت داده شدند 2/0محیط کشت معمول حاوي سیلیمارین 

میکرومول بر لیتر  2: در محیط کشت معمول حاوي سیلیمارین 4تیمار  -5 ،ه شدندمیکرومول بر لیتر کشت داد 1سیلیمارین 

: در 6تیمار  -7میکرومول بر لیتر کشت داده شدند؛  5: در محیط کشت معمول حاوي سیلیمارین 5تیمار  -6 ،کشت داده شدند

: در محیط کشت معمول حاوي 7تیمار  -8میکرومول بر لیتر کشت داده شدند و  10محیط کشت معمول حاوي سیلیمارین 

 میکرومول بر لیتر کشت داده شدند. 20سیلیمارین 

ساعت و اطمینان از  24خانه کشت شدند. بعد از گذشت  96تکرار در پلیت  3براي هر گروه تیماري در  هزار سلول 10حدود 

و  24هاي تیماري ذکرشده در بالا براي  ها به ظرف کشت، محیط رویي برداشته شد و با محیط جدید در گروه چسبیدن سلول

 MTT (5میکرولیتر محلول  20کرولیتر محیط کشت می 100ازاي هر  ساعت کشت شدند. بعد از اتمام دوره کشت، به 72

درجه  37ساعت در انکوباتور  4مدت  ها بهخانه اضافه و پلیت 96هر چاهک از پلیت  ( بهDPBSلیتر بافر  گرم بر میلي میلي

 (DMSO)ها، محلول دي متیل سولفوکسید حلال آرامي تخلیه و به چاهک داري شد. سپس، محیط رویي به گراد نگه سانتي

 نـانومتر قرائت شد. 570موج  اضافه و جذب نوري محلول حاصله با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول

 سلولهایي سیلیمارین روي تمایز  براي بررسي اثر تمایزي عصاره: های بنیادی مزانشیمیالقای تمایز است وژنی  در سلول

پاساژ  سلول 106ساز(، تعداد  هاي استئوبلاستي )رده استخوان بنیادي مزانشیمي مشتق از مغز استخوان جنین گوسفند به سلول

ها در محیط کشت معمول بودند. پس از پر  ي سلول روز ابتدایي همه سهچاهکي انتقال داده شد. در  ششهاي به پلیت سوم

 هر چاهک اضافه شد. مطالعه به هاي مورد روهها، محیط کشت مناسب با گشدن کف چاهک

کنترل مثبت: در محیط -2 ،کنترل منفي: در محیط کشت معمول کشت داده شد-1شرح ذیل بودند:  هاي موردمطالعه بهگروه

-4 ،کشت داده شد میکرومول بر لیتر 10سیلیمارین : در محیط کشت معمول حاوي 1تیمار -3 ،کشت تمایزي کشت داده شد

: در محیط کشت تمایزي 3تیمار -5 ،کشت داده شدمیکرومول بر لیتر  20سیلیمارین : در محیط کشت معمول حاوي 2تیمار 

میکرومول  20سیلیمارین  : در محیط کشت تمایزي حاوي4تیمار  -6 ،کشت داده شدمیکرومول بر لیتر  10سیلیمارین  حاوي

تیمار  -8نانومول بر لیتر کشت داده شد و  100اوي استرادایول : در محیط کشت معمول ح5تیمار  -7 ،کشت داده شد بر لیتر

روز بود. طي این مدت،  21طول مدت تیمار  نانومول بر لیتر کشت داده شد. 100: در محیط کشت تمایزي حاوي استرادایول 6
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گراد  درجه سانتي 37درصد رطوبت و در دماي  90با  CO2درصد  5هاي تحت بررسي در انکوباتور حاوي  هاي گروهپلیت

 گرفت. بار تعویض محیط انجام مي داري شدند و هر سه روز یک نگه

 های تمایزیافته اثبات ماهیت است وبلاستی سلول

آمیزي اختصاصي  رنگ هاي تمایزیافته،منظور اثبات ماهیت استئوبلاستي سلول به: آمیزی اختصاصی آلیزارین رد رنگ

 دهد. )رسوب املاح( را نشان مي زارین رد صورت گرفت که میزان معدني شدنآلی

 میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز در مطالعه حاضر در محیط رویي کشت : سنجش فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز

شده از شرکت )پادکو، ایران( و از روش تک محلوله آن طبق دستورالعمل   ها با استفاده از کیت آلکالین فسفاتاز خریداريسلول

دقیقه با دستگاه الایزا  30و  3، 1نانومتر در سه زمان  405موج   ها در طولد. خوانش جذب نوري سلولششرکت مذکور انجام 

 د.شها محاسبه هاي هرکدام از گروهریدر انجام شد. در پایان میانگین جذب نوري سلول

 آماری زینالآ -3

 one)طرفه  و آنالیز واریانس یک T-student هايو براساس آزمون SPSSافزار  وتحلیل آماري بـا استفاده از نرم تجزیه   

way ANOVA) ( و پس آزمون ال اس ديLSD انجام و )05/0p<  داري در نظر گرفته شد. عنوان سطح معني به 

 جینتا -4

 جدا شده از مغز استخوان جنین گوسفندهای بنیادی مزانشیمی شناسایی سلول

 مورفولوژی

هاي بنیادي مزانشیمي جدا شده از مغز استخوان جنین گوسفند باکمک میکروسکوپ نوري معکوس در این  بررسي سلول   

اطراف شکل زوائدي در  شکل بود، سیتوپلاسم به هاي فیبروبلاست و دوکي ها شبیه سلول مطالعه نشان داد که مورفولوژي سلول

ها ها به پلاستیک کف فلاسک کشت چسبیده بودند. در روزهاي ابتدایي که تراکم سلولمشاهده بود. سلول هسته سلول قابل

ها زوائد خوبي مشخص بود. با افزایش تراکم سلول تر بودند و مرز سلولي به تر و کشیدهها باریکتر بود زوائد سلول کم

ها جداشده در این اساس، مورفولوژي سلول (. براین1 شکلها کاهش یافت )مرز بین سلولتر شدند و وضوح  سیتوپلاسمي کوتاه

 هاي بنیادي مزانشیمي است. ییدکننده سلولاهایي که ذکر شد تمطالعه باتوجه به ویژگي
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تراکم کم در  (×400بزرگنمایي  )هاي بنیادي مزانشیمي جداشده از مغز استخوان جنین گوسفندمورفولوژي سلول :1 شکل

 .)الف( و تراکم زیاد )ب(

 

 های چربی و استخوانهای بنیادی مزانشیمی به سلول تمایز سلول

هاي سلولي مزودرمي چون استخوان، چربي و ها براي تمایز به رده هاي بنیادي مزانشیمي توانایي آن هاي سلولیکي از ویژگي 

هاي گوسفند در مطالعه حاضر، در جداسازي شده از مغز استخوان جنینهاي  یید بنیادي بودن سلولامنظور ت غضروف است. به

آمیزي آلیزارین  ترتیب با رنگ روز تیمار، تمایز به استخوان و چربي، به 21محیط تمایزي استخوان و چربي کشت شدند و پس از 

مزانشیمي مشتق از مغز استخوان جنین هاي بنیادي  رد و اویل رد اُ مورد ارزیابي قرار گرفت. در محیط تمایزي استخوان، سلول

دار قرمز پس  صورت نقاط خال هاي معدني شدن به سمت چندوجهي تغییر شکل دادند و کانون شکل به  گوسفند از حالت دوکي

هاي حاوي مشاهده بودند. در خصوص تمایز به چربي، ظهور واکوئول آمیزي با آلیزارین رد در زیر میکروسکوپ قابل از رنگ

 (.3و  2 هاي شکلمشاهده بود )  آمیزي با اویل رد اُ قابل چربي پس از رنگقطرات 

 

بزرگنمایي )سازاستخوان دودمان هاي بنیادي مزانشیمي مشتق شده از مغز استخوان جنین گوسفند بهتمایز سلول :2شکل 

-آمیزي آلیزارین رد مشاهده ميرنگ رنگ بعد از آپاتیت قرمزگروه تمایز؛ رسوبات هیدروکسي -گروه کنترل و ب -. الف(×400

 شود.

 

 

بزرگنمایي )چربي ساز دودمان هاي بنیادي مزانشیمي مشتق شده از مغز استخوان جنین گوسفند بهتمایز سلول :3 شکل

 شود.آمیزي اویل رد مشاهده ميگروه تمایز؛ قطرات قرمز چربي بعد از رنگ -گروه کنترل و ب -. الف(×400
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 های بنیادی مزانشیمی سطحی سلولبیان نشانگرهای 

بر مورفولوژي سلولي و تمایز به  هاي جداسازي شده از بافت مغز استخوان جنین گوسفند، علاوه یید بنیادي بودن سلولابراي ت

ت. بررسي قرار گرف استفاده از آنالیز فلوسایتومتري مورد گر سطحي نیز با ساز و چربي ساز، بیان دو نشان هاي استخواندودمان

، بیان CD44کنند. در این مطالعه، نشانگر مزانشیمي هاي سطحي را بیان مي ژن هاي بنیادي مزانشیمي برخي از آنتي سلول

درصد(  52/6بیان پاییني ) CD34درصد(. این در حالي است که در همین مطالعه، نشانگر  38/99بالایي را از خود نشان داد )

 (.4 شکلرا نشان داد )

 

 

 .NCو کنترل منفي  CD44 ،CD34هاي  بادي نتایج فلوسایتومتري براي آنتي :4شکل 

 

 بقای سلولی

ساعت تیمار  24ها پس از در مطالعه حاضر نشان داد که میانگین جذب نوري سلول MTTنتایج حاصل از آنالیز آماري آزمون 

میکرومولار  2/0 غلظت ،261/0±023/0، بر لیترمیکرومولار  1/0 غلظت ،0/0±018/258، 0ترتیب براي غلظت  با سیلیمارین به

، µM/l 5 غلظت ،µM/l 2 ،003/0±244/0 غلظت ،µM/l 1 ،021/0±259/0 غلظت ،269/0±012/0، بر لیتر

 بودند دار معني تفاوت فاقد بودکه µM/l 017،20/0±249/0 غلظت و µM/l 10 ،009/0±276/0 غلظت ،003/0±256/0

(05/0p<) .(. 1)نمودار 
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 هاي مختلف سیلیمارینساعت تیمار با غلظت 24ها پس از : مقایسه میانگین جذب نوري سلول1نمودار 

 

 µM/l غلظت ،212/0±008/0، 0ترتیب براي غلظت  ساعت تیمار با سیلیمارین هم به 72ها پس از میانگین جذب نوري سلول

، µM/l 2 غلظت ،µM/l 1 ،008/0±200/0 غلظت ،µM/l 2/0 ،018/0±226/0 غلظت ،012/0±192/0، 1/0

 µM/l 026،20/0±199/0 غلظت و µM/l 10 ،030/0±218/0 غلظت ،µM/l 5 ،018/0±266/0 غلظت ،026/0±251/0

 (.2( )نمودار>05/0p) بودند دار معني تفاوت فاقد که بود

 

 سیلیمارینهاي مختلف ساعت تیمار با غلظت 72ها پس از : مقایسه میانگین جذب نوري سلول2نمودار 

ساعت پس از تیمار نشان داد که  72و  24هاي هاي مختلف بین زمانها در غلظتچنین مقایسه میانگین جذب نوري سلول هم

ساعت پس از تیمار کاهش  24ساعت پس از تیمار نسبت به زمان  72ها در غلظت صفر سیلیمارین، میانگین جذب نوري سلول

 (.3( )نمودار <05/0pدار مشاهده نشد ) ها تفاوت معنيظت( اما در سایر غل>05/0pنشان داد )
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 ساعت 72و  24هاي  ها بین زمان: مقایسه میانگین جذب نوري سلول3نمودار 

 

 سنجش آنزیم آلکالین فسفاتاز

شده در  کشتهاي روز پس از تیمار در گروه 21بررسي میزان ترشح آنزیم  ،شده است نشان داده 4گونه که در نمودار  همان

 0107/0با میانگین جذب ) 8ترین میزان ترشح آنزیم در گروه  محیط کشت معمول و تمایزي نشان داد که درمجموع بیش

با میانگین جذب  7 ازآن، در گروه (. پس>05/0pتر بود ) ها بیشدار از تمام گروه صورت معني که به ( بود±3116/0

)کنترل منفي( با میانگین جذب  1ترین میزان ترشح آنزیم در گروه  م(. ک>05/0p) بود تر بیش( 0049/0±2683/0)

 جذب میانگین با 4 گروه و( 1113/0±0014/0) جذب میانگین با 2 گروه در ترتیب به ازآن پس و( 0033/0±0513/0)

 جذب میانگین با 5 ،(1876/0±0022/0با میانگین جذب ) 4هاي بین گروه (.>05/0p) شد مشاهده( 006/0±15243/0)

 .(<05/0p) نشد مشاهده دار معني تفاوت( 1910/0±0127/0) جذب میانگین با 6 و( 0084/0±1920/0)

 

( و 1-4روز پس از تیمار در محیط کشت معمولي ) 21( میزان تولید آنزیم آلکالین فسفاتاز SD± SEM: میانگین )4نمودار 

 هست(. p≤05/0دار در سطح  معنيدهنده اختلاف  (. )حروف مختلف نشان5-8تمایزي )
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 آمیزی آلیزارین رد رنگ

 ياه (، رسوب یون5 شکل) 21هاي کشت شده در محیط معمول توسط آلیزارین رد در روز  آمیزي سلول پس از رنگ

 .دشن هدهاشم لرتنک هورگ رد هک يلاحرد دش هدهاشم رامیت ياههورگ رد يگنر زمرق يحاون تروص هب تیتاپا يسکرودیه

 ياههورگ زا رت شیب لویدارتسا اب هدش رامیت هورگ رد گنر زمرق تابوسر نازیم ،تسا هدش هداد ناشن لکش رد هک هنوگ نامه

 اب هدش رامیت  هورگ زا رت شیب 20 نیرامیلیس اب هدش رامیت هورگ رد تابوسر نازیم نینچ مه .دوب نیرامیلیس اب هدش هرامیت

        .دوب 10 نیرامیلیس

(، 6 شکل) 21شده در محیط کشت تمایزي استخوان توسط آلیزارین رد در روز  هاي کشت آمیزي سلول از رنگنتایج حاصل 

حال مقایسه ظاهري  ها ازجمله گروه کنترل مشاهده شد. باایننشان داد که رسوبات قرمز رنگ هیدروکسي آپاتیت در همه گروه

چنین،  ترین بود. هم مز رنگ در گروه تیمار شده با استرادایول بیشهاي موردبررسي نشان داد که مقدار نواحي قرفنوتیپ گروه

تري داشت. مقایسه گروه کنترل  رسوبات بیش 10در مقایسه با گروه تیمار شده با سیلیمارین  20تیمار شده با سیلیمارین  گروه

 .دیگر بود مشابه هم ریبانیز نشان داد که میزان رسوبات در این دو گروه تق 10و گروه تیمار شده با سیلیمارین 

 

 

( در محیط معمول الف( گروه کنترل ×400بزرگنمایي روز پس از تیمار ) 21هاي مختلف ها در گروهمورفولوژي سلول :5 شکل

میکرومولار  20شده با غلظت  2سیلیمارین، ج( گروه تیمار میکرومولار بر لیتر  10)بدون تیمار(، ب( گروه تیمار شده با غلظت 

 استرادایول.نانومولار بر لیتر  100سیلیمارین، د( گروه تیمار شده با غلظت بر لیتر 
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ساز الف( گروه  ( در محیط استخوان×400بزرگنمایي روز پس از تیمار ) 21هاي مختلف ها در گروهمورفولوژي سلول :6 شکل

 20شده با غلظت  2سیلیمارین، ج( گروه تیمار ولار بر لیتر میکروم 10کنترل )بدون تیمار(، ب( گروه تیمارشده با غلظت 

 استرادایول.نانومولار بر لیتر  100سیلیمارین، د( گروه تیمار شده با غلظت میکرومولار بر لیتر 

                                                                         بحث -5

کننده بر تمایز استئوبلاست، رونویسي ژن مارکر و همکاران  نشان داد که سیلیمارین داراي اثرات تقویت Kimگزارشات 

لیتر  مول در میلي میلي 20تا  1ها با  ، استئوبلاستر مطالعه آنهااستخواني و مینرالیزیشن ماتریکس خارج سلولي بود. د

تیمار قرار گرفتند. سیلیمارین باعث تحریک فعالیت آنزیم روز در یک محیط کشت تمایزي تحت  15مدت  سیلیمارین به

چنین سیلیمارین باعث افزایش ترشح کلاژن،  همشد. طریق وابسته به غلظت   ( و تشکیل ندول کلسیم بهALPآلکالین فسفاتاز )

مکمل طوري که شد به ( Bone morphogenetic protein: BMP)رونویسي استئوکلسین و بیان پروتئین مورفوژنتیک استخوان

و استئوکلسین استئوژنیک، استحکام استخوان را بهبود  ALPسیلیمارین با افزایش تراکم مواد معدني استخوان و سطح سرمي 

 Milk thistle) عصاره خارمریم غني از سیلیمارین انجام شد، و همکاران Kim دیگري که توسط ي در مطالعه .(15)بخشید

extract: MTE) ها را افزایش داد اما فعالیت فسفاتاز اسیدي مقاوم به الیت آلکالن فسفاتاز قلیایي استئوبلاستو سیلیبینین فع

 Estrogenic) با ایزوفلاون استروژنیک MTEها را کاهش داد. اثرات محافظت استخواني  ( استئوکلاستTRAPتارتارات )

isoflavone) در این مطالعه ترکیبي از دوز کم بودمقایسه  قابل .MTE  داروشناختي هم افزایيو ایزوفلاون داراي یک 

(Pharmacological synergy) ي  . مطالعه(16)هاي استئوژنیک مفید باشدبود که ممکن است براي فعالیتKim  و همکاران

 MTEهاي اواریکتومي با روي تحلیل استخواني بود. درمان موش MTEگري   تلاشي براي نشان دادن اثرات سرکوب

اي فاکتور  ي هسته ي گیرندهکنندهو نسبت لیگاند فعال رانبینین باعث بهبود تراکم مواد معدني استخوان  غیرتوکسیک و سیلي

شاخص  (،Serum receptor activator of nuclear factor-B ligand/osteoprotegerin ratio) استئوپروتگرین /کاپا بتاسرمي

ناشي از اواریکتمي و ران بینین باعث مهار تحلیل استخوان  یا سیلي MTEبراین، تجویز  محرک استئوکلاستوژنیک شد. علاوه

شود. درمجموع، دوز خوراکي  مسئول استئوکلاستوژنز و تحلیل استخوان مي Kو القاي کاتپسین  ران TRAPسرکوب فعالیت 

MTE (16)بودثر وناشي از کمبود استروژن م بینین در شرایط پرکلینیکال در جلوگیري از تحلیل رفتن استخوان حاوي سیلي. 

هاي  و همکاران، توانایي سیلیمارین در بهبود نقایص مهم استخواني کالواریاي موش صحرایي با کشت سلول Khoobiدر مطالعه 

( روي HWJMSC: Human Wharton's jelly Mesenchymal Stem Cellبنیادي مزانشیمي جداشده از ژل وارتون انساني )

 Electrospun scaffold of poly (lactic acid)/carbon nanotube الکتروریسي )پلي اسید لاکتیک/نانولوله کربن(داربست 

(PLA/CNT)نشان داد که داربست آنهاشده است. نتایج   (، بررسيelectrospun PLA/CNT  یک داربست زیست سازگار است و
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HWJMSC چسبیده و تکثیر شود و داربست نیز گزینه مناسبي براي بهبود روند توجهي روي این داربست  طور قابل تواند به مي

تواند  مي PLA/CNTشده روي داربست  هاي کشتHWJMSCعلاوه  هاستفاده از سیلیمارین باز یان رو، ترمیم استخوان است. 

اي از  شده وط استاندارد. سیلیمارین مخل(17)استئوژنز و ترمیم استخوان استفاده شود فرایندعنوان یک روش مناسب براي  به

هاي استروژني سیتوزولي  بینین به گیرنده شود و ماده اصلي آن سیلي اي استفاده مي طور گسترده ها است که بهفلاونولینگان

 βنشان دادند که این اتصال منحصر به گیرنده استروژن  در مطالعه خود و همکاران Seidlová-Wuttke. (18)شود متصل مي

(ERβ .است )تیمار موش ( هاي صحرایي اواریکتومي شده  با سیلیمارین یا استرادایولE2 ممکن است اجازه دهد که اثرات )

سرمي در خون و  HDLو  LDL، کلسترول، LH  باعث مهار تجمع E2ایجاد شود.  ERβیا  ERαبیولوژیکي تمایز باواسطه 

اثر یا  سیلیمارین در تغییر این پارامترها کاملا بيکه  شود، درحالي در رحم مي C3و  IGF1, HbEGFافزایش بیان ژن 

که  رو، در هیپوفیز، کبد )جایي کنند. ازاین رحم را مهار مي ERβسیلیمارین بیان ژن هم و  E2 هم. (19) آنتاگونیست بود

مارین در متافیز کند. اثرات استروژنیک انحصاري سیلی عمل مي ERαاساسا ازطریق  E2 ، شوند( و رحم ها سنتز مي لیپوپروتئین

، استئوکلسین و بیان ژن 1α1-، استئوپروتگرین، کلاژنIGF1 ،TGFβ1استخوان ران، برروي پارامترهاي استئوبلاستي؛ بیان ژن 

هاي صحرایي بالغ اواریکتمي شده مشاهده  ( موشTRAPاسید فسفاتاز مقاوم در برابر تارتارات مارکر فعالیت استئوکلاستي )

هاي صحرایي بالغ  هاي درحال رشد اما نه در متافیز استخوان ران موش ها ازجمله استخوان تمام اندام در  ERβشد. بیان ژن 

اثرات سیلیمارین در این قسمت از استخوان را  توان نتیجه گرفت کهميبنابراین  ،ه شده استاواریکتمي شده تشخیص داد

ي  گیرنده mRNA. باوجود عدم شناسایي (19)شود گیرنده متصل نمياین زیرگروه  زیرا به ،اعمال کرد ERαتوان از طریق  نمي

که  و همکاران مورد آزمایش قراردادند، احتمال این Seidlová-Wuttkeاستروژني نوع بتا در متافیز استخوان ران در حیواناتي که 

با  E2ثیري از درمان اچ تي اثرات سیلیمارین باشد. هی وجود داشته باشد وجود دارد و ممکن است واسطه ERβپروتئین 

توجهي  میزان قابل که این لیپیدها به دیده نشد درحالي E2گلیسیرید سرمي در حیوان تحت درمان با  ماندگاري یک هفته بر تري

-Seidlová طي مطالعاتي. (19)شود انجام مي ERβرسد این اثرات باواسطه  نظر مي رو به این توسط سیلیمارین کاهش یافتند، از

Wuttke هاي صحرایي اواریکتمي شده ژن  و همکاران نشان دادند که متافیز استخوان ران موشERβ رو  کند. ازاین را بیان نمي

 استئوپروتیک استروژني ي سیلیمارین در استخوان مشاهده کنند و از مشاهده اثرات ضد واسطه ها انتظار نداشتند که اثري به آن

(Estrogenic antiosteoporotic effects )شده است که بسیاري از  مشخص . (19)واضح در این ساختار استخواني متعجب شدند

است. احتمال دیگر ممکن است این باشد که اثر سیلیمارین و یا امکان دارد  TGFβ1و  IGF1ي  واسطه در استخوان به E2اثرات 

ي استروژني نوع بتا که با  گیرنده هایي ناشناخته یا از طریق یک نوع اتصال به در متافیز استخوان ران از طریق گیرنده E2که 

چنین سیلیمارین معیارهاي یک  شد، واسطه شود. هم ، تشخیص داده نميدر مطالعه آنهامورداستفاده  PCRروش 

 با خواص مشابه رالوکسیفن (Selective estrogen receptor modulator (SERM))ي استروژن  ي انتخابي گیرنده کننده تعدیل

(Raloxifene )ثیر مثبت آن بر بقا و رشد االتهابي است و ت قوي و یک ترکیب ضد تاکسیدان  را دارد. سیلیمارین یک آنتي

هاي تیمار  درصد بقا در گروهي آشتیاني و همکاران   . در مطالعه(20)اثبات رسیده است هاي سلولي مختلفي به تاکنون در رده

درصد محاسبه شد که در مقایسه با گروه کنترل  96، و 93، 89ترتیب  بهلیتر  میکروگرم بر میلي 100و  75، 50شده با دوزهاي 

ي  بـا دوزهاي ذکرشده 14و  7، 2در روزهاي  hBMSCsي میزان تکثیر  داري داشت. بـا مقایسه درصد( افزایش معني 83)

هاي تیمار شده در مقایسه با گروه کنترل در روزهاي دوم تا هفتم و کاهش درصد  شاهد افزایش درصد رشد سلولسیلیمارین، 

ها با  نشان داد که تیمار سلولآنها ي  رشد از روز هفتم تا چهاردهم در حضور سیلیمارین در مقایسه با گروه کنترل بودند. مطالعه

چنـین افزایش سرعت رشد، کارایي  هاي بنیادي و هم افزایش میزان بقاي سلول تواند با زمان مشخص، مي سیلیمارین در مدت

تواند اثر استئوژنیک  بینین مي که سیلي و همکاران  نشان داد Yingي مطالعه .(21)ها در حیطه بالیني را افزایش دهد این سلول

: Human bone marrow stem cellsن )هاي بنیادي مغز استخوان انسا هاي استئوژنیک در سلول را با تحریک بیان ژن

hBMSCsشود و بر بازسازي  (، افزایش دهد. سیلیمارین باعث تقویت تکثیر استئوبلاست و مهار تکثیر استئوکلاست مي

ي استخوان اسفنجي و  گذارد. تجویز سیستمي سیلیمارین باعث افزایش استحکام استخوان و توده ثیر مثبت ميااستخوان ت

کار مؤثر  تواند یک راه . سیلیمارین سیستمیک مي(22)شود مي( Cancellous and cortical bone mass) راکمکورتیکال یا مت

هاي استخواني با استئوپورز یا  شده با هیدروکسي آپاتیت در مکان براي افزایش ادغام استخواني اولیه ایمپلنت پوشش داده
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براي ارزیابي اثرات سیلیمارین بر وضعیت اکسیداتیو، خصوصیات   و همکاران مراديي  . مطالعه(23)شده باشد.  استئوپني تثبیت

( انجام CCl4هاي ژاپني تحت استرس اکسیداتیو ناشي از تتراکلریدکربن ) استخواني و برخي از پارامترهاي خون در بلدرچین

 2×  2اده از آزمایش فاکتوریل پرنده، با استف 30صورت یک طرح کاملا تصادفي با چهار تکرار، هرکدام با  شد. در این مطالعه به

لیتر در کیلوگرم وزن بدن( انجام شد.  میلي 1)صفر و  CCl4لیتر در کیلوگرم وزن بدن( و  میلي 1با دو دوز سیلیمارین )صفر و 

ین گلیسیریدها، گلوکز، آلبومین، کلسیم و آلکال در غلظت کلسترول تام، تري CCl4نتایج نشان داد که اثر متقابل سیلیمارین و 

ي بالا در سرم خون کلسترول با دانسیته-(. در مقابل، غلظت فسفر، پروتئین تام و لیپوپروتئین>05/0pدار بود ) فسفاتاز معني

 Superoxide) ثیر مهمي بر فعالیت سوپراکسید دیسموتازابین تیمارهاي تجربي تفاوتي نداشت. تیمارهاي آزمایشي ت

dismutase )( 05/0در سرم خون داشتندp<اما بر فعالیت گلوتاتیون پراکسید و غلظت مالون ،) ثیر نداشت. اآلدئید ت دي

توجهي بر وزن، ضخامت و قطرهاي خارجي و داخلي استخوان ساق، اما نه بر طول، خاکستر، حجم  طور قابل تیمارهاي تجربي به

ثیري ات CCl4لیمارین افزایش یافت، اما هاي تحت تیمار با سی (. ضخامت ساق در بلدرچین>05/0pثیر گذاشتند )او تراکم آن ت

 (. قطر خارجي و داخلي استخوان ساق در پرندگاني که هر دو روش درماني را دریافت کردند افزایش یافت>05/0pنداشت )

(05/0p<). CCl4 تر خاکستر استخوان ساق شد تر و درصد کم منجر به تراکم کم (05/0p<).  که داد نشان  آنهامطالعه

بین و استروژن  دلیل شباهت سیلي به شت که ممکن استدا CCl4تري بر ضخامت ساق نسبت به  اثرات مثبت بیش سیلیمارین

و هم  CCl4سیلیمارین هم توانایي کاهش اثرات بد استرس اکسیداتیو ناشي از  ،. همچنیندر مینرالیزیشن بافت استخوان باشد

  باشد.  ي ما مي ییدکننده نتایج حاصل از مطالعهات ( که 24اشت)هاي ژاپني را د بهبود خصوصیات استخواني در بلدرچین

 یریگجهینت -6

هاي مزانشیمي جداشده از بررسي روي سلول هاي موردي سیلیمارین در غلظت درمجموع، مطالعه حاضر نشان داد که عصاره   

آمیزي  و رنگ ALPچنین براساس نتایج حاصل از سنجش آنزیم  مغز استخوان جنین گوسفند اثر سمیت سلولي نداشت. هم

ساز شد و در  سمت رده استخوان ها به ها باعث القاي تمایز آنآلیزارین رد حضور سیلیمارین در محیط کشت معمول سلول

درمجموع سیلیمارین در ساز شد.  سمت رده استخوان ها بهمحیط کشت تمایز استئوژنیک نیز باعث افزایش پتانسیل تمایز سلول

رو،  ساز شد که این افزایش وابسته به غلظت بود. ازاین ي استخوان رده ها بهبررسي باعث افزایش تمایز سلول هاي موردغلظت

  توان از آن در سلول درماني جهت ترمیم ضایعات استخواني استفاده کرد.تر، مي رسد با مطالعات بیش نظر مي به

  و قدردانی تشکر -7

هاي مالي و در اختیار قرار  براي حمایترازي  دانشگاه و فناوري معاونت پژوهشحوزه نویسندگان مراتب قدرداني خود را از    

 .دارنددادن امکانات لازم جهت انجام این تحقیق اعلام مي
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