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ABSTRACT 
Background and Aim: Sperm cryopreservation is a common technique used for management 
of male infertility. But this method has detrimental effects on sperm DNA and chromatin 
quality. Evaluation of different markers associated with the health of genetic material of 
sperm is beneficial for determination of the fertility of sperm. The aim of this study was to 
assess the effect of sperm chromatin condensation on frozen-thawed sperm DNA integrity in 
normozoospermic men. 
Material and Methods: In this experimental study, 30 semen samples from normozospermia 
men were cryopreserved for two weeks with a common technique used in most infertility 
centers, at -196 ° C and then thawed. Samples before and after freezing were evaluated for 
abnormal chromatin condensation, DNA denaturation and DNA fragmentation by toluidine 
blue (TB) staining, acridine orange (AO) staining and sperm chromatin dispersion (SCD) test 
respectively. 
Results: Before freezing, we found a significant correlation only between abnormal 
chromatin condensation (evaluated by TB) and DNA denaturation (assessed by AO) (p < 
0.05). While after cryopreservation correlation was found between abnormal chromatin 
condensation and DNA denaturation and fragmentation (p < 0.05). 
Conclusion: Abnormal chromatin condensation can make DNA susceptible to denaturation 
and fragmentation. 
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  در مردان نورموزواسپرماسپرم فریز و ذوب شده  DNA تمامیت بر تراکم کروماتین تاثیر
  

  2، 4، غلام رضا دشتی3فهیمه زمانی رارانی، 1، 2فرهاد گلشن ایران پور

  0000-0003- 3390-3233 : شناسه ارکید .مرکز باوري و ناباروري حضرت مریم، بیمارستان شهید بهشتی، اصفهان، ایراندانشیار،  .1

  . ایران ،اصفهان، اه علوم پزشکی اصفهانگدانشم تشریح، دانشکده پزشکی، گروه علو ،دانشیار .2

  .، اصفهان، ایراناه علوم پزشکی اصفهانگدانش، گروه علوم تشریح، دانشکده پزشکی، کارشناسی ارشد يدانشجو .3

: ، پست الکترونیک031-37929040: ، تلفن ثابت)سئولمولف م( مرکز باوري و ناباروري حضرت مریم، بیمارستان شهید بهشتی، اصفهان، ایراندانشیار،  .4 

dashti@med.mui.ac.ir ،0000- 0002- 2725-6423: ارکید شناسه  

  چکیده

 در رابطـه بـا مسـئله ي   بـراي افـرادي کـه    تکنیکـی رایـج    اسـپرم   (Cryopreservation)انجماد سریعذخیره ي : زمینه و هدف

  (دئوکسـی ریبونوکلئیـک اسـید،    اثرات مخـرب بـر کیفیـت   می تواند این روش  ولی .برند را برطرف نموده استرنج می ناباروري

(DNA  ماده ي ژنتیکی اسـپرم  ارزیابی مارکرهاي مختلف سلامت. باشدمی اسپرم داردکه معادل مرگ هسته و سلولی و کروماتین 

بررسـی  و  یارزش تشخیص ـ ،این مطالعـه  در. است ناباروريبیماران درمان در  ،اسپرم قدرت باروريجهت تشخیص عوامل موثر در 

 .قرار گرفته استدر مردان نورموزواسپرم شده  و ذوب انجماداسپرم در ارزیابی  DNA تمامیت بر تراکم کروماتین تاثیراحتمالی 

به مدت دو هفته با تکنیک رایج در اکثـر مراکـز   پرم نورموزواس نمونه مایع منی مردان 30در این مطالعه ي تجربی،  :روش بررسی

از  انجمـاد سـریع  نمونـه هـا قبـل و بعـد از      .و سپس ذوب شدند انجماد سریع درجه ي سانتی گراد -196باروري ناباروري در دماي 

 Toluidine blueرنـگ آمیـزي    به ترتیـب بـا   DNAو فراگمانتااسیون  DNAتراکم غیر طبیعی کروماتین، دناتوراسیون لحاظ 

(TB) ، رنگ آمیزيAcridine Orange (AO)  تستوSperm Chromatin Dispersion (SCD)  ارزیابی شدند.  

بررسـی شـده    DNAدناتوراسـیون   و TB تراکم غیر طبیعی کروماتین ارزیـابی شـده توسـط    تنها بین انجماد سریع قبل از :یافته ها

 DNA، دناتوراسیون تراکم غیر طبیعی کروماتینبین  انجماد سریععد از در حالی که ب ).p >05/0( ارتباط وجود داشت AOتوسط

   .)p >05/0( دیده شدهمبستگی  DNAو فرگمانتاسیون 

   .کندرا مستعد دناتوراسیون و فراگمانتاسیون  DNAمی تواند  تراکم غیر طبیعی کروماتین :نتیجه گیري

 نورموزواسپرمین، کرومات دئوکسی ریبونوکلئیک اسید، اسپرم، :کلید واژه ها

 22/2/98:پذیرش   31/1/98:اصلاحیه نهایی   3/10/97:وصول مقاله
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  مقدمه

زوج هاي جوان بسیاري را تحت تاثیر قرار داده  ناباروري

درصد از علل  60فاکتورهاي مردانه در حدود . است

درصد  20درصد به تنهایی و  40که  ناباروري دخالت دارند

یکی از روش  .)1( اکتورهاي زنانه می باشددر ترکیب با ف

ره یذخ ،)ART(هاي رایج در تکنینک هاي کمک باروري 

ناباروري و  -در مراکز باروري کهشد می بااسپرم  انجمادي

از جمله کاربرد دارد به طور گسترده همچنین بانک اسپرم 

قبل از شیمی درمانی، رادیوتراپی و یا اعمال جراحی با 

احتمال نارسایی بیضه اي نیز در مردان تحت عمل جراحی 

. )2، 3(استفاده می شود  به منظور حفظ باروري وازکتومی

و ذوب مایع سمن در انجماد روش  علیرغم مزایاي فراوان

بر سلول ها  زمینه ي تولیدمثل، این روش اثرات مخرب

مطلوب این اثرات نا محققان یکی از دلایل  .خواهد داشت

- یرا تولید بیش از اندازه ي رادیکال هاي فعال اکسیژن م

پارامترهاي اسپرم از  بر این رادیکال ها اثرات مخربی. دانند

 و کروماتین اسپرم دارد DNAحرکت، بقا و کیفیت جمله 

تست هاي بررسی  انجام انجمادبعد از در نتیجه  .)6-4(

تا اهداف درمانی با موفیقیت  شودیم توصیه کیفیت اسپرم

اند که آسیب ادهمطالعات نشان د .بیشتري محقق شود

 همچنین .در ناباروري تاثیرگذار هستند DNAکروماتین و 

در نمونه هایی با پارامترهاي اسپرمی طبیعی همچنان احتمال 

آسیب دیده وجود دارد و این  DNAد کروماتین و وجو

توانند نشان دهنده ي وضعیت کروماتین و میپارامترها ن

DNA در نتیجه انجام تست هاي دیگر به ویژه .اسپرم باشند

ت نامشخص توصیه شده عل بدوندر زوج هایی با ناباروري 

  .)7، 8(است 

و رویان قادر به اصلاح برخی از آسیب هاي موجود تخمک 

باشند اما زمانی که این تخریب اسپرم می ماده ي ژنتیکیدر 

ها از حد آستانه بالاتر باشند قدرت اصلاح قادر به پاسخ 

 آسیب میزان بالاياند ادهمطالعات نشان د .)9( گویی نیست

DNA  لانه  لقاح یا می تواند اثرات همچون عدمدر اسپرم

، نقایص )11( مختل ، رشد رویان)10( ، سقط )8( گزینی

هر چند مطالعاتی نیز وجود دارد  .داشته باشد... و )12( جنینی

خصوص نقش هر یک از این که نتایج مخالفی را در 

   .)14،13( هندمارکرهاي سلامت ماده ي ژنیتیکی نشان می

فاده از تست هاي بررسی وضعیت یکی از دلایل عدم است

اسپرم در آنالیز هاي روتین، قیمت بالا و  DNAکروماتین و 

هدف ما از . این تست ها می باشد در انجامنیاز به مهارت 

 DNA تمامیت بر تراکم کروماتین تاثیراین مطالعه بررسی 

. باشدمیدر مردان نورموزواسپرم و ذوب شده  انجماداسپرم 

با توجه به توان  که آیا میپرسش ن یاسخ به او به دنبال آن پ

تست هاي مرتبط با سلامت دیگر تراکم کروماتین از انجام 

DNA صرف نظر کرد.  

  

 روش بررسی

 کد شماره بهاین مطالعه، یک مطالعه ي تجربی بود که 

 .نمونه مایع منی صورت گرفت 30بر روي 396378 :طرح

ین مردان از ب پس از اخذ رضایت آگاهانه، هامونهن

نورموزواسپرم مراجعه کننده به مرکز فوق تخصصی باروري 

 بیمارستان شهید بهشتی اصفهان) س(ناباروري حضرت مریم

روز مقاربت نداشته ، به صورت تصادفی  3-4حداقل که 

آنالیز اسپرم . انتخاب و در ظروف استریل جمع آوري شدند

 World(بر اساس دستورالعمل سازمان بهداشت جهانی 

Health Organization WHO ( انجام شد)نمونه . )15

ته دقیقه قرار گرف 20-30هاي سمن در دماي اتاق به مدت 

سپس قبل از فرآیند فریز و پس .حالت مایع تبدیل شود تا به

در کنار سایر  DNAهاي سلامت کروماتین و ستاز آن ت

این مطالعه پس از اخذ مجوز از . تست هاي روتین انجام شد

ایشگاه کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، درآزم

بافت شناسی گروه آناتومی دانشکده پزشکی این دانشگاه و 

نیز مرکز فوق تخصصی باروري ناباروري حضرت 

  .بیمارستان شهید بهشتی اصفهان انجام شد) س(مریم

  

  

  روش انجماد و ذوب اسپرم
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 vitrolife (Spermفریز اسپرم با استفاده از محیط تجاري

Freeze Solution, Vitrolife, Goteborg, 
Sweden) جهت فریز با محیط تجاري فریز . انجام شد

Vitrolife در دماي اتاق با این  1:1، نمونه سمن با نسبت

محیط مخلوط و به داخل کرایو ویال کدگذاري شده انتقال 

دقیقه در معرض  30کرایوویال ها ابتدا به مدت .داده شدند

حاوي  بخار نیتروژن مایع قرار گرفت و نهایتا در داخل تانک

. درجه سانتی گراد ذخیره شد -196نیتروژن مایع در دماي 

بعد از دو هفته ویال ها از تانک خارج و بالافاصله داخل 

دقیقه در حمام  10ظرف حاوي نیتروژن مایع و نهایتا به مدت 

درجه سانتی گراد غوطه ور شده و سپس از  35±2آب 

مورد ارزیابی قرار  DNAو  لحاظ کیفیت کروماتین

  .رفتندگ

   TB(Toluidine Blue(رنگ آمیزي 

کروماتین اسپرم استفاده  تراکمتولویدین بلو جهت ارزیابی 

 30اسمیر هاي خشک شده در دماي اتاق را به مدت  .شد

در محلول اتانول و استون که با نسبت  C 4˚ دقیقه در دماي

دقیقه در  5تهیه شد فیکس نموده و سپس به مدت  1:1

د  C 4˚ هیدروکلریک اسید در دماينرمال  0.1محلول 

 2سپس هر لام سه مرتبه و هر بار به مدت .انکوبه نمودیم

دقیقه با آب مقطر شستشو دادیم و نهایتا با محلول تولویدین 

دقیقه در  10به مدت % 50در سترات فسفات % 05/0بلو 

دقیقه با  2سپس لام ها را به مدت .دماي اتاق رنگ کردیم

با با استفاده از میکروسکوپ نوري .یمآب مقطر شستشو داد

 200از هر نمونه حداقل  100بزرگنمایی عدسی شیئی 

سلول هاي داراي کروماتین .اسپرماتوزوآ شمارش شد

داراي سر آبی روشن و اسپرم با کروماتین غیر ) -TB(طبیعی

در نظر گرفته )+TB(طبیعی داراي سر با رنگ آبی تیره 

  .)16(شدند 

   Acridine Orange (AO)رنگ آمیزي 

 DNAآکریدین اورنج براي تعیین دناتوریشن از تکنیک 

به مدت حداقل اسمیر تهیه شده از هر نمونه . استفاده می شود

گلاسیال /متانول(در محلول کارنوي  C4˚ساعت در دماي  2

سپس هر نمونه . یدفیکس گرد) 1:3استیک اسید به نسبت 

با (یه شده ي آکریدین اورانج تازه تهرنگ در محلول 

-mcllvain phosphateدر بافر  )mg/dl 0.19غلظت 

citrate )pH=4 ( و پس از  گرفتقرار  دقیقه 10به مدت

در همان روز با استفاده از میکروسکوپ  شستشو با آب

 200در هر اسلاید . شدنانومتر ارزیابی  460فلورسنت با فیلتر 

دو   DNAرم هاي طبیعی با اسپرماتوزوا بررسی و میزان اسپ

 DNAنیز اسپرم هاي داراي  )رنگ سبز(رشته اي سالم 

به صورت  )رنگ نارنجی تا قرمز(دناچور یا تک رشته اي 

  .)17، 18( گزارش شددرصد 

 DNAفراگمانتاسیون  بررسی اسپرم ها از لحاظ

(Sperm Chromatin Dispersion (SCD)) 
با  DNAفراگمانتاسیون  از نظر ننمونه هاي سم ارزیابی

 )شرکت دایان زیست آزما(استفاده از کیت هالواسپرم 

میکرولیتر از نمونه با آگارز با نقطه ي  50. صورت گرفت

. ذوب پایین مخلوط و بر روي لام شیشه اي قرار داده شد

دقیقه بر روي  5پس از قرار دادن لامل، اسلاید ها به مدت 

سپس لامل برداشته و .انکوبه شد C4˚ سطح سرد با دماي 

اسلاید در محلول دناتوره کننده و پس از آن در محلول لیز 

تشو با آب مقطر، با استفاده شسپس از . کننده غوطه ور شد

 %)100و  90، 70( اتانول با غلظت صعودي هاي از محلول

آبگیري و پس از خشک شد در دماي اتاق رنگ آمیزي 

 با استفاده از . ده شدمجددا با آب مقطر شستشو دا

در هر لام حداقل  )×1000بزرگنمایی ( میکروسکوپ نوري

در نهایت تعداد اسپرم هاي داراي  .شمارش شداسپرم  200

و داراي هاله کوچک یا بدون ) نرمال(بزرگ یا متوسط  هاله

 ، 19( به صورت درصد گزارش شد) داراي شکست( هاله

17(.  

  آماري وشر

پس از جمع آوري داده ها آنالیز آماري با استفاده از نرم 

 SPSS Version 20افزار آماري 

Inc.,Chicago.IL) (مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت .

 Pearson’s(در این مطالعه از آزمون همبستگی پیرسون 
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Correlation Coefficient (05/0. استفاده شدp <   به

  .طح معنی داري در نظر گرفته شدعنوان س

 نتایج

در نمونه هاي تازه و ، 1 -2شکل هاي و  1بر اساس جدول 

کروماتین غیر طبیعی بین تراکم  ،قبل از فرآیند فریز و ذوب

ارتباط مستقیم قوي وجود   DNA و میزان دناتوراسیون

به عبارتی نمونه هایی با میزان بالاي  ) p>05/0(داشت 

بیعی از لحاظ تراکم کروماتین، درصد اسپرم هاي غیر ط

همچنین . را نیز نشان دادند DNAبالایی از دناتوراسیون 

میزان اسپرم هایی با تراکم غیر طبیعی  بین پس از فریز

ارتباط DNA اسیوندناتورو اسپرم هاي داراي کروماتین 

و نسبت به قبل از فریز این ارتباط )  p>05/0( وجود داشت

  . معنی دارتر بود

همچنین قبل از فریز نتایج حاصل از ارزیابی درصد اسپرم 

با   SCDفراگمانته با استفاده از تست  DNAهایی با 

درصد اسپرم هایی با تراکم غیر طبیعی کروماتین ارتباط 

در حالی که پس از فریز ارتباط مثبت )  p<05/0(نداشت 

فراگمانتاسیون و تراکم غیر طبیعی   DNAقوي بین میزان 

  ).  p>05/0(اتین اسپرم دیده شد کروم

  
با ) نارنجی تا قرمز رنگ(دناتوره تک رشته اي  DNAو ) سبز رنگ(سالم دو رشته اي  DNAنمایش اسپرم با  .رنگ آمیزي آکریدین اورنج :1شکل 

  ×1000استفاده از میکروسکوپ فلورسنت با بزرگ نمایی 

  

  

 
نرمال یا غیرفرگمانته و اسپرم هایی با هاله ي کوچک یابدون  DNAهاله ي متوسط به عنوان سلول با  اسپرم هایی با هاله ي بزرگ،. SCDتست  :2شکل  

 )×1000میکروسکوپ نوري،بزرگ نمایی (غیر طبیعی یا فراگمانته در نظر گرفته شد   DNAهاله به عنوان سلولی با 
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  )rو  p value، 30= تعداد نمونه براي هر گروه (م نتایج بررسی هم ارتباطی قبل و بعد از فریز و ذوب اسپر :1جدول 

   )TB(ر طبیعی کروماتین یتراکم غ% 

  قبل از فریز بعد از فریز

r P value r P  value  

601/0  000/0  502/0  005/0  )DNA )AO دناتوراسیون%  

696/0  000/0  262/0  161/0  )DNA )SCDفراگمنتاسیون %  

  

  

  بحث

- اسپرم انسانی در مقایسه با سایر سلول تراکم بیشترکروماتین

ها با جایگزینی پروتئین هیستون با پروتامین در طی 

هاي بالغ موجود اسپرمیوژنز امکان پذیر شده است و اسپرم

در دم اپیدیدیم داراي کروماتین با تراکم بالا در مقایسه با 

هاي تعیین میزان تراکم یکی از راه. ها هستندسایر سلول

سنجش سطوح پروتامین یا هیستون با روش هاي  کروماتین

در  2و نوع   1در انسان پروتامین نوع . باشدمختلف می

کروماتین متراکم . تراکم ماده ي ژنتیکی اسپرم نقش دارند

ها در طی انتقال و ماده ي وراثتی اسپرم را در برابر آسیب

  ).20(کندرسیدن به اووسیت حفظ می

قبل از فرآیند فریز اسپرم ان داد که نتایج مطالعه ي ما نیز نش

دناتوراسیون  با میزان انسانی، تراکم غیر طبیعی کروماتین

DNA مستقیم دارد، در حالی بین درصد اسپرم  آن ارتباط

درصد اسپرم هاي داراي و  هفرگمانت DNAهاي داراي 

بعد . وجود نداشت کروماتین هم ارتباطیتراکم غیر طبیعی 

علاوه  کروماتین تراکم غیر طبیعی ها، و ذوب نمونه از فریز

. بود مرتبط با میزان فراگمانتاسیون نیز DNA دناتوراسیون

هایی با تراکم غیر به عبارتی بعد از فریز افزایش میزان اسپرم

طبیعی کروماتین با افزایش میزان دناتوراسیون و 

  .فراگمانتاسیون همراه بود

مستعد کردن  تراکم غیر طبیعی کروماتین ممکن است با 

ماده ي ژنتیکی اسپرم نسبت به عوامل آسیب رسان داخلی و 

 شو همکاران Ajina. یا خارجی منجر به ناباروري فرد شود

مرد  41نیز در مطالعه اي بر روي  2017در سال 

مرد بارور مشاهده کردند که بین  28آستنوتراتواسپرمیا و 

ارزیابی  درصد اسپرم هایی با ساختار غیر طبیعی کروماتین

 آمیزي تولویدین بلو و نتایج حاصل ازشده توسط رنگ

آمیزي آکریدین اورنج ارتباط وجود دارد و مردانی با رنگ

سطوح بالاي ساختار کروماتینی غیرطبیعی درصد بالاتري از 

و پارامترهاي اسپرمی غیر طبیعی دارند  DNA دناتوراسیون

)21(.  

 علیرغممطالعات گذشته نشان داده اند که فرآیند فریز 

پرمی نظیر حرکت، بقا و نیز مزایاي فراوان بر پارامتر هاي اس

در مطالعه ي ). 3، 17(ماده ي ژنتیکی آن اثرات مخربی دارد 

نشان داد که غذاي پر کلستروال به تنهاي یا به همراه آهن ، 

). 18(اسپرم ایجاد  میکند DNAآسیب معنی داري را در

هاي انجام شده در شرایطی که بر میزان تراکم نتایج پژوهش

راستا با نتایج مطالعه ي ما ر است، همکروماتین تاثیر گذا

همچنین در مطالعه اي دیگر گزارش شده است که .  باشدمی

در افراد سیگاري کیفیت نمونه ي منی از لحاظ میزان 

حرکت و بقا اسپرم ها کاهش یافته و میزان فراگمانتاسیون 

DNA  از لحاظ آماري در مقایسه با افراد غیر سیگاري بیشتر

اختلال در فرآیند تراکم کروماتین اسپرم در  است، احتمالا

. را نسبت به آسیب مستعد می کند DNAافراد سیگاري، 

شود که در افراد در مطالعه ما نیز پیشنهاد می). 22، 23(

نورموزواسپرم، فرآیند فریز و ذوب  با تخریب ساختار 
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آن را نسبت به آسیب ها  DNAمتراکم کروماتین اسپرم، 

  .مستعد کرده است

مطالعات فراوان در خصوص تاثیرات تنش گرمایی بر پارامتر 

ش در سال و همکاران Zhang. هاي اسپرم انجام شده است

در مطالعه اي بر روي اثرات تنش گرمایی کیسه ي  2015

بیضه بر کیفیت نمونه منی، گزارش کردند که بین میزان 

 ارتباط مثبت DNAتراکم کروماتین و میزان فراگمانتاسیون 

همچنین تنش گرمایی منجر به . معنی داري وجود دارد

آسیب رساندن تراکم کروماتین اسپرم و همچنین آسیب 

DNA  24(شود آن می.(  

Fortes گاو نر  133مطالعه  در 2014ش در سال و همکاران

و با اندازه گیري محتواي پروتامین اسپرم آن ها و مشاهده ي 

ش کردند که گزار DNAارتباط آن با میزان تخریب 

احتمالا کمبود پروتامین فاکتور تاثیر گذاري در تخریب و یا 

  ).25(باشد این سلول ها می DNAآسیب پذیري 

همچنین گزارش شده است که میزان هیستون هسته اسپرم 

مردان سیگاري در مقایسه با افراد غیر سیگاري به طور معنی 

ي تنش باشد و بین این میزان و مارکر هاداري بیشتر می

به عبارتی این . اکسیداتیو ارتباط مثبت قوي وجود دارد

سلول ها در مردان سیگاري در مقایسه با افراد غیر سیگاري 

هاي ناشی از تنش اکسیداتیو مستعد تر هستند نسبت به آسیب

ش در سال و همکاران Simonهمراستا با این نتایج، ). 26(

شده از زوج هاي  نشان داده اند که در مردان انتخاب،  2014

تحت درمان هاي کمک باروري، میزان هیستون هاي باقی 

آن ها ارتباط   DNAمانده در هسته ي اسپرم با تخریب 

 ). 27(مستقیم دارد 

در  شو همکاران فر Hosseinifarهمچنین در مطالعه ي 

که در مردان گلوبوزواسپرمیا  اند ، نشان داده2015سال 

شده به وسیله ي  ، اندازه گیريDNAسطح آسیب 

chromatin structure assay (SCSA)  با میزان ،

  .)28(ارتباط دارد  CMA3پروتامین اسپرم ارزیابی شده با 

  

  

  نتیجه گیري

با توجه به نتایج بررسی مارکرهاي مختلف سلامت 

اسپرم قبل و بعد از فرآیند فریز ما  DNAکروماتین و 

- کنیم که تراکم غیر طبیعی کروماتین اسپرم میپیشنهاد می

آن نسبت به  DNAساسیت بیشتر تواند یکی از دلایل ح

رسد در مردان نورموزواسپرم قبل از به نظر می. آسیب باشد

می تواند  TBفریز، ارزیابی وضعیت تراکم کروماتین با 

 دناتوراسیونآن ها براي  DNAنشان دهنده ي تمایل 

)AO (در حالی که بعد از فریز و ذوب، یا به عبارت . باشد

آسیب، با انجام رنگ آمیزي هاي در معرض بهتر در نمونه

با اطمینان بیشتري به می توان  TBنسبتا ساده و ارزان 

ما پیشنهاد . پی برد) SCDو  DNA )AOوضعیت سلامت 

کنیم که مطالعات آینده با افراد غیر نورمواسپرم نظیر می

  .انجام شود... الیگواسپرمیا، تراتواسپرمیا و 

 

  تشکر و قدردانی

آوري دانشگاه علوم قات و فناز معاونت محترم تحقی

پزشکی اصفهان به دلیل حمایت از این طرح سپاسگزاري 

این مقاله از پایان نامه کارشناسی ارشد علوم .می گردد

  .استخراج شده است 396378طرح کد تشریحی به شماره 
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