
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  148تا  142صفحات ، 95پاييز ، 3، شماره 26 ورهد

  

تيمار شده با  NMRIهاي نر بالغ نژاد بررسي هيستوپاتولوژي اپيديديم در موش
  نانوذرات اكسيد روي

 3، شيوا ايراني3، نسيم حياتي رودباري2كاظم پريور، 1زيبا مظفري
  

  ، ايران تهران دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات دانشجوي دكتري، 1
  ، ايران واحد علوم و تحقيقات تهراندانشگاه آزاد اسلامي، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي،  استاد، 2
  ن ،ايرا واحد علوم و تحقيقات تهراندانشگاه آزاد اسلامي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه،  استاديار، 3

  چكيده
اين مواد  .است شدهتوسعه سريع نانوفناوري منجر به افزايش كاربردهاي گسترده نانوذرات در تحقيقات زيست پزشكي  :سابقه و هدف

بررسي اثرات سمي  رو رسند. از اينها ميها و بافتپس از تزريق، از طريق سيستم گردش خون به سرعت در تمام بدن توزيع و به اندام
ثير نانوذرات اكسيد روي بر تغييرات ات ،در اين مطالعه .شوداز كاربردشان به عنوان دارو براي انسان و حيوان بايد ارزيابي قبل  آنها

 .هيستوپاتولوژيك بافت اپيديديم در موش بالغ مورد بررسي قرار گرفت
گروه كنترل، شم و سه گروه  5وانات در حي .شداستفاده   NMRI سر موش نر بالغ نژاد 30از مطالعه تجربي، در اين  :يسروش برر
 700و  500، 250هاي تجربي دوزهاي مختلف نانو اكسيد روي (ميلي ليتر آب مقطر و گروه 1گروه شم  .قرار گرفتند )n=6تجربي ( 

أثير نانوذرات . يك هفته پس از تزريق، تشدتيمار براي يك روز انجام  .ميلي گرم بر كيلوگرم، به روش درون صفاقي ) دريافت كردند
  . تحليل شدتوكي آزمون و  ANOVAنتايج توسط  .اكسيد روي بر بافت اپيديديم مورد مطالعه قرار گرفت

هاي اسپرم در مقايسه با ميلي گرم بر كيلوگرم باعث كاهش قابل توجهي در تعداد سلول 250نانوذرات اكسيد روي در دوز  :هايافته
هاي ها و تعداد لولهداري در قطر لوله. تغييرات معنيشدها نيز هاي دژنره شده در لولهلول. همچنين سبب ايجاد سشدگروه كنترل 

 . شداپيديديمي مشاهده ن

طبق نتايج اين مطالعه و احتمال ايجاد اثرات نامطلوب نانو اكسيد روي بر سيستم توليدمثلي، پيشنهاد مي شود افراد از استفاده  :گيرينتيجه
 .كنندپرهيز تا حد امكان توي نانو اكسيد روي و برخورد زياد با آن، هاي محاز فرآورده

  .موش ،هاي اسپرمسلول ،بافت اپيديديم ،نانو ذرات اكسيد روي واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
كـه بـراي اولـين بـار توسـط       "nano-technology" اصطلاح

Norio Taniguchi      به كار برده شد، تكنينكـي بـراي توليـد
داراي  (NPs)). نـانو ذرات  1اد نـانومتري اسـت (  مواد در ابع

خاصي  خواص مكانيكي و مغناطيسيو خواص گرمايي ويژه، 
دهد كه در دامنه وسيعي هستند كه به آنها اين امكان را مي

                                                 
دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات تهران، دانشكده علـوم پايـه،   : تهران، نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: kazem_parivar@yahoo.com(  وريكاظم پر ،گروه زيست شناسي
   27/10/94: تاريخ دريافت مقاله
  16/1/95 :تاريخ پذيرش مقاله

هاي مختلف صنعتي به كار برده از داروهاي زيستي تا بخش
). دامنـه وسـيعي از كـاربرد نـانوذرات در علـوم      3 ،2شوند (
). نـانوذرات بـه   4توليد داروها بر پايـه نـانو اسـت (    ،پزشكي

مغـزي و سـد    - حتي سد خـوني   ،هاراحتي از پوشش سلول
تواننـد  ) و به همين دليل مـي 5گذرند (اي ميبيضه –خوني 
توانند با سرعت ها و بدن تاثير بگذارند. نانو ذرات ميبر اندام

 به جريان خون وارد شده و توسط سيستم گردش خـون بـه  
). همـراه بـا   6( هـا) برسـند  ها (شامل مغز، قلب و كليـه اندام

توسعه نانو تكنولوژي در چند سال اخيـر، نـانو اكسـيد روي    
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هـاي روي  بسيار در دسترس قرار گرفته است كه داراي يون
توجه دانشمندان زيـادي را در   وهاي متفاوت است با ويژگي

بـه خـود   هـا را  هاي مختلف بـه ويـژه نانوتكنولوژيسـت   رشته
 در (ZnO NPs)). نانو ذرات اكسيد روي 7جلب كرده است (

از جمله لوازم آرايشي، بهداشـتي،   ،محصولات تجاري زيادي
گيرند. همچنـين  مورد استفاده قرار مي نساجيو مواد رنگي، 

، از (ZnO NPs)با توجه به خاصيت آنتي بيوتيكي اين مـاده  
يت ضد قـارچي  هاي غذايي و به دليل خاصآن در نگهدارنده

ــه عنــوان شــودر بخــش كشــاورزي اســتفاده مــي د و نيــز ب
   جايگزيني بـراي مـواد ضـد سـرطان در داروسـازي بـه كـار        

بـا سـميت كـم      اي). اكسيد روي به عنوان مـاده 8رود (مي
توانـد سـمي   شناخته شده است، اگرچه استنشاق گاز آن مي

نهاد ). بعضي از مطالعات در زمينه توليد مثـل پيش ـ 9باشد (
معـرض نـانوذرات سـبب    قـرار گـرفتن در   كننـد كـه در   مي

اختلال در عملكـرد هورمـوني از جملـه اخـتلال در مراحـل      
، در مقابل شـايد  شودهاي جنسي ميمختلف تنظيم هورمون

عملكرد هورموني از طريـق   نانوذرات ديگري بتوانند از نقص
هاي مختلفـي همچـون خاصـيت آنتـي اكسـيداني      مكانيسم

كـه نـانو ذرات    اند). مطالعات نشان داده10( كنندجلوگيري 
هـاي  توانند با عبور از سدهاي بيولوژيكي به داخـل بافـت  مي

توليدمثلي نفوذ كنند، به همين دليل توانايي آسيب رساندن 
مثـال مانـدگاري    ،بـه عنـوان   ،هاي مختلفـي دارنـد  به سلول

). گـزارش شـده اسـت كـه     11( دهندها را كاهش مياسپرم
هـاي اكسـيژن واكنشـي    از نـانوذرات بـا توليـد گونـه     برخي

)ROS شـوند ) در محيط آزمايشگاه به مواد سمي تبديل مـي 
افراد با نانوذرات به دليل اندازه بسيار كوچـك،  تماس ). 12(

سطح نسبتا بزرگ و واكنش پذير بـودن آنهـا ممكـن اسـت     
تواننـد بـه راحتـي از    مضر و خطرناك باشـد. نـانو ذرات مـي   

اي عبور كننـد  بيضه –) و سد خوني 13( ي سلولسطح غشا
سميت نانوذرات اكسـيد آهـن بـه وسـيله      ،). براي مثال14(

). 15و تغيير غلظت سرم گزارش شـده اسـت (   pHتغيير در 
 TiO2ها با اسـتفاد از نـانو ذرات   مطالعاتي كه بر روي موش

هاي لايديگ، سرتولي تجمع اين ماده در سلول ند،انجام شد
ديگـري كـه   مطالعـه  ). در 16(را نشـان دادنـد   تيد و اسپرما

تأثير نانو ذرات كربن سياه بر روي سيستم تناسلي جنس نر 
، نتايج به دسـت آمـده حـاكي از كـاهش توليـد      شدمطالعه 

هـاي  روزانه اسپرم همراه با تغيير در شـكل و ريخـت سـلول   
و كـاهش سـطح    ،هـاي لايـديگ  خصـوص سـلول   ، بـه بيضه

 ).17د (تستوسترون در سرم بو

Bentley نشـان دادنـد يكـي از     2008در سال  شو همكاران
هاي مختلف، كـاهش  هاي تأثير نانو ذرات در سلولمكانيسم

). اگرچه چندين مطالعـه از  18(است ها فعاليت ميتوكندري
تأثير نانو ذرات اكسيد آهن بر روي توليد مثـل انجـام شـده    

 ـ   انو ذرات است، ولي تحقيقات بيشتري براي بررسـي تـاثير ن
هـاي  هاي جنسي، به ويـژه سـلول  اكسيد روي بر روي سلول

بافت اپيديديم لازم است. موقعيـت اپيديـديم در بـين لولـه     
كـه يكـي از   اسـت  و وازودفـران قـرار گرفتـه      بيرون برنـده 

عضوهاي فرعي مردانه است كه از يك لولـه پـيچ خـورده بـا     
يـن  ا ).19تشكيل شـده اسـت (  متر ميلي 5- 7طول تقريبي  

مجرا هم اكنون به عنـوان يـك كانـال بـراي انتقـال، غلـيظ       
). 20ســازي و ذخيــره اســپرماتوزوآ شــناخته شــده اســت ( 

ــوغ      ــام بل ــه ن ــدهايي ب ــق فرآين ــديم از طري ــاري اپيدي مج
اپيديديمال سبب بروز تغييرات مورفولوژيكي، بيوشـيميايي،  
فيزيولوژيكي و تغييرات عملكردي در ساختمان اسپرماتوزوآ 

، كه سبب توليد سلولي كارآمد بـراي بـارور كـردن    د شومي
  ).21( شودمي

ما تغييـرات آسـيب بـافتي ناشـي از تزريـق       ،در اين مطالعه
درون صــفاقي نــانو ذرات اكســيد روي را بــر روي بافــت     

     .كرديمبررسي   NMRIهاي بالغ نژاد اپيديديم در موش
  

  مواد و روشها
 20اكسيد روي بـا قطـر   از نانو ذرات تجربي، در اين مطالعه 

آب و )1نانومتر، تهيه شده از شركت نانو پارس ليما (شـكل  
هـاي  سـر مـوش   30مقطر به عنـوان حـلال اسـتفاده شـد.      

در محـدوده وزنـي    NMRIكوچك آزمايشگاهي نر بالغ نژاد 
گرم كه از انستيتيو پاسـتور ايـران خريـداري شـده      28- 32

ي گـلاس بـا   . حيوانـات در قفـس پلكس ـ  شـدند بود، استفاده 
 درجـه سـانتي   32 ± 2 دسترسي آزاد به آب و غذا در دماي

سـاعت   12سـاعت روشـنايي و    12گراد تحت سيكل نـوري  
موش در هـر   6گروه ( 5تاريكي نگهداري شدند. حيوانات به 

 گروه) به صورت زير گروه بندي و تقسيم شدند:

هـايي كـه تـا پايـان آزمـايش دسـت       (كنترل): موش 1گروه 
  قي ماندند و هيچ تيماري روي آنها انجام نگرفت.نخورده با

  هايي كه آب مقطر دريافت كردند.(شم): موش 2گروه 
(تجربي): سه گروه حيوانات تجربي به ترتيب  5و  4، 3گروه 

گرم بر كيلوگرم نانو اكسيد ميلي 700و  500، 250دوزهاي 
ميلـي   1روي به روش درون صفاقي بـه صـورت محلـول در    
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ر دريافت كردنـد. تمـامي تيمارهـا بـه صـورت      ليتر آب مقط
  د.شتزريق درون صفاقي انجام 

 ميلي ليتر بـود. يـك هفتـه بعـد از تزريـق،       1حجم تيمارها 
هـا توسـط دي اتيـل اتـر بـي هـوش شـدند و بعـد از         موش

كالبدشكافي، اپيديديم آنها برداشته شـد. پـس از شتشـو در    
ار داده ئن جهـت تثبيـت قـر   سرم فيزيولوژيك، در محلول بو

انجــام مراحــل مختلــف تثبيــت، آبگيــري و شــدند. پــس از 
هـا توسـط   هـاي بـافتي، بلـوك   قالبگيري جهت تهيـه بـرش  

ائـوزين   - هماتوكسـيلين  ميكروتوم برش گيـري و بـه روش   
هــاي دند و در نهايــت تحــت بررســي  شــرنــگ آميــزي  

هيســتوپاتولوژي قــرار گرفتنــد. تغييــرات هيســتوپاتولوژيك 
 تلفـي در بافـت اپيديـديم نظيـر تعـداد     براي پارامترهاي مخ

هـاي  لولـه    در شـده   هـاي دژنـره  اسپرم و سلولهاي سلول
اسپرم اپيديـديمي و تعـداد   هاي اسپرم اپيديديمي، قطر لوله

  اسپرم اپيديديمي مورد بررسي قرار گرفت.   هاي  لوله
(نسخه  SPSSهاي به دست آمده با استفاده از نرم افزار داده
اي آماري آناليز واريانس يك طرفـه و آزمـون   ه) و آزمون21

ملاك استنتاج آمـاري   >P 05/0. شدندتوكي تحليل آماري 
    . در نظر گرفته شد

  
  هايافته
حاصل از بررسي اثـر دوزهـاي مختلـف نـانو ذرات     ي هايافته

گرم بـر كيلـوگرم) در   ميلي 700و  500، 250اكسيد روي (
ت ايـن نـانوذره   درياف ـكـه  هاي گروه تجربي نشان داد موش

ــي   ــرات معن ــاد تغيي ــبب ايج ــاي  س ــه ه ــر لول داري در قط
(نمـودار  شـد  ) در مقايسه با گروه كنتـرل  EPDاپيديديمي (

، تزريق است نشان داده شده 2طور كه در نمودار  ). همان1
درون صــفاقي نــانو ذرات اكســيد روي در دوزهــاي مختلــف 

روه هاي گميلي گرم بر كيلوگرم به موش 700و  500، 250
ــي  ــاوت معن ــيچ تف ــي ه ــهتجرب ــداد لول ــاي داري را در تع ه

  .  ايجاد نكردنداپيديديمي در مقايسه با گروه كنترل و شم 
ميلي گرم بر كيلوگرم  250هايي كه تحت تيمار با دوز موش

داري نانو ذرات اكسيد روي قرار گرفته بودند، كـاهش معنـي  
ديـديمي در  هـاي اپي هاي اسپرم داخل لولهرا در تعداد سلول

 500مقايسه با گروه كنترل نشان دادند. اما دوزهاي بـالاتر ( 
گونـه تغييـرات قابـل     گرم بـر كيلـوگرم) هـيچ   ميلي 700و 

هاي هاي اسپرم در مقايسه با گروهتوجهي را در تعداد سلول
  ).  3كنترل و شم نشان ندادند (نمودار 

) B( )، شمA( گروه كنترل اپيديديم در بافت تغييرات بافتي
قابل مشاهده اسـت   2در شكل  3 و 2، 1و سه گروه تجربي 

)A, B, C, D, E ( 2). با توجه به شكلC(،    بيشـترين تـأثير
ميلـي گـرم بـر كيلـوگرم      250نانو ذره اكسـيد روي در دوز  

) نشـان داده  C( 2طور كه در شكل  ، زيرا همانشدمشاهده 
 هـاي اپيديـديم  هـاي دژنـره شـده در لولـه    شده است، سلول

هاي تيمار شده با نـانو ذرات اكسـيد روي در ايـن دوز    موش
    .استقابل مشاهده 

  
  

  

 ZnOنانوذرات   SEMعكس                                                                ZnOنانوذرات TEMعكس 

   . تصوير ميكروسكوپ الكتروني نانوذرات اكسيد روي مورد استفاده در اين مطالعه1شكل 
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  بحث
    نتــايج تحقيــق حاضــر و مشــاهدات بافــت شناســي آن تأييــد  

ميلي گرم بر كيلو گرم نانو ذرات اكسـيد   250كنند كه دوز مي
روي تأثير نامطلوبي بر بافت اپيديديم دارد. البته شواهدي نيـز  

تواننـد  دهد نانو ذرات اكسيد روي مـي نشان مي وجود دارد كه
هـاي  در دوزهاي ديگري اثرات مثبت و غير سمي بر روي اندام

اي كـه  توليدمثلي داشته باشند. بـه عنـوان مثـال، در مطالعـه    
انجام دادند، اثر محافظتي  2013در سال  شبادكوبه و همكاران

ــارور  ــر سيســتم توليــدمثلي و ب ــانو ذرات اكســيد روي را ب    ي ن
هاي نر بالغ مورد بررسي قرار دادند. نتايج تحقيق آنها نشان رت

ــانبي داروي     ــرات جـ ــيد روي اثـ ــانو ذرات اكسـ ــه نـ داد كـ
داكسوروبيسين كه شـامل كـاهش اسـپرم اپيديـديمي، دژنـره      

هـاي سـرتولي   هاي لايديگ و دفرمه شـدن سـلول  شدن سلول
 ). 22كند (، را محدود مياست

 مختلـف  در مراحـل  )Zn( روي كـه  انـد داده نشـان  مطالعـات 

 ضـروري  موفـق  و بـارداري  گزيني لانه لقاح، جمله از توليدمثل

 در دسـتگاه  هاي متعدديجنبه ،در ). همچنين روي23(است 

٩۵٫٠٠٠٠

١٠٠٫٠٠٠٠

١٠۵٫٠٠٠٠

١١٠٫٠٠٠٠

١١۵٫٠٠٠٠

١٢٠٫٠٠٠٠

١٢۵٫٠٠٠٠

کنترل شم 250 500 700

ی 
يم
يد
يد
 اپ
ی
ها

ه 
ول
ر ل
قط

)
تر
وم
کر
مي

(

دوزهای مختلف نانو ذرات اکسيد روی بر حسب ميلی گرم بر کيلوگرم 

گروه

 
) در EPDهاي اپيديديمي (گرم بر كيلوگرم) نانو ذرات اكسيد روي بر روي قطر لولهميلي 700، 500، 250اثر دوزهاي مختلف ( .1نمودار 

ترل هيچ اختلاف معني هاي تجربي تيمار شده با دوزهاي مختلف نانو ذرات اكسيد روي با گروه كنبافت اپيديديم موش بالغ. در  مقايسه گروه
  .نشدداري در قطر لوله هاي اپيديديمي مشاهده 

  

  
تزريق درون صفاقي  .هاي اپيديديميميلي گرم بر كيلوگرم) نانو ذرات اكسيد روي بر تعداد لوله 700، 500، 250اثر سه دوز مختلف ( .2نمودار 

  د لوله هاي اپيديديمي در مقايسه با گروه كنترل و شم ايجاد نكرد.داري در تعدادوزهاي مختلف نانو ذرات اكسيد روي هيچ اختلاف معني
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 در شهمكاران و ). فيوز24دارد ( نقش نيز مثل جنسي نر توليد

 و روي غلظـت  بـين ميـزان   كـه  دادنـد  نشـان  1999 سـال 

بـراي   روي و دارد وجـود  داريمعني ارتباط تستوسترون پلاسما
نشان  مطالعات ). ساير25است ( ضروري اسپرم طبيعي عملكرد

 هـاي لولـه  آتروفي و تحليـل رفـتن   سبب روي كمبود دهندمي
شـود   مـي  هارت در اسپرماتوژنز اختلال باعث شده و ساز اسپرم

هـا، حفـظ   علاوه، روي قادر به تثبيت ساختار پروتئينه ). ب23(
 DNAو از تخريـب  است هاي داخل سلولي كپارچگي اندامكي

كنـد  هاي تخريب كننده جلـوگيري مـي  با مكانيسم مهار آنزيم
در حال  تسرعبه هايي كه هاي حياتي كه در بافت). آنزيم26(

هـاي درگيـر در رونـد    همچـون گنادهـا و بافـت    ،رشد هسـتند 
لنـد،  هـا دخي بازسازي كه در سنتز پروتئين و اسـيد نوكلئيـك  

). طبق نتايج به دست آمده از 27(هستند هاي روي متالوآنزيم
ميلي گرم بـر   250مطالعه فعلي، نانوذرات اكسيد روي در دوز 

هـاي اپيديـديمي و   ها در لولهكيلوگرم سبب دژنره شدن سلول
كه همخوان بـا نتـايج   شد ها داري در تعداد اسپرمكاهش معني

 

 

 

 
 ,C, D) و سه گروه تجربي (B)، شم (Aهاي كنترل (تصوير ميكروسكوپ نوري از مقطع عرضي بافت اپيديديم موش بالغ در گروه .2شكل 

E ات اكسيد روي دريافت كرده بودند (رنگ آميزي به روش ميلي گرم / كيلوگرم نانو ذر 700، 500، 250) كه به ترتيب دوزهايH&E ،
در  C, D, E) در گروه هاي تجربي EPDهاي اسپرم اپيديديم (داري در قطر لوله). هيچ تفاوت معني400�بزرگنمايي ميكروسكوپي 

 250) در گروه تيمار شده با دوز Sيمي (هاي اپيديدهاي اسپرم داخل لوله) و گروه كنترل مشاهده نشد. تعداد سلولBمقايسه با گروه شم (
). درون p>05/0داري كاهش يافته بود () در مقايسه با گروه كنترل به طور معنيCگرم/ كيلوگرم نانو اكسيد روي (گروه تجربي  ميلي

ها اپيديديمي در موشهاي ) در لولهDeg Cهاي دژنره شده (گرم بر كيلوگرم سبب ايجاد سلولميلي 250صفاقي نانواكسيد روي در دوز 
شد.
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هـاي  نوذرات بر روي سـلول مطالعات ديگران در بررسي ساير نا
نيز در سـال   شو همكاران  Collodelكه  طوريبه جنسي بود، 

نشان دادند برخي نانوذرات مثل نـانوذرات طـلا و نقـره     2013
ــر روي ســلول  ــرات منفــي ب ــژه  داراي اث ــه وي هــاي جنســي  ب

در دوزهاي بـالا در   اما). 28(هستند ها ها در رتاسپرماتوسيت
ذرات اكسيد روي بر بافـت اپيديـديم بـه     اين مطالعه تأثير نانو
 دار نبود.هاي توليدمثلي نري معنيعنوان يكي از اندام

توان نتيجه با توجه به نتايج به دست آمده از مطالعه فعلي، مي
كه مشابه با نانوذرات طلا و نقره كـه سـبب بـروز تـأثير     گرفت 

ــامطلوبي روي ســلول ــژه  منفــي و ن ــه وي ــري ب     هــاي زاينــده ن
اكسـيد   ، نـانوذرات شـوند در رت مـي  هاي اسپرماتوسيتولسل

 باعث كاهش معنـي  كيلوگرم /گرمميلي  250نيز در دوز  روي
اسپرم و بروز سلول هاي دژنره شـده   هايتعداد سلول در داري

اين نانوذره در دوز اثرات مضر . شودميهاي اپيديديمي در لوله
لزوم احتياط در ، ميلي گرم بر كيلوگرم بر بافت اپيديديم 250

. بنابراين با توجه به نتايج بـه  كندمصرف اين ماده مشخص مي
دست آمده از اين مطالعه و احتمال ايجاد اثرات نـامطلوب ايـن   

پيشـنهاد مـي شـود افـراد از      ،نانوذره بـر سيسـتم توليـدمثلي   

هاي محتوي نانوذرات اكسيد روي يـا حتـي   استفاده از فرآورده
رفه خود در معرض ايـن نـانوذره قـرار    كارگراني كه به سبب ح

  . كنندالمقدور پرهيز از برخورد زياد با اين نانوذره، حتي ،دارند
  

  قدرداني و تشكر
از همكــاري دلســوزانه اســاتيد محتــرم گــروه زيســت شناســي 
دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات 

سـيار قـدرداني   بجهت همكاري در اجراي اين تحقيـق   ،تهران
محتـرم مجتمـع آزمايشـگاهي    كاركنـان  . همچنـين از  شودمي

تحقيقاتي زكرياي رازي واقـع در دانشـگاه آزاد اسـلامي واحـد     
 ـ ،علوم و تحقيقات تهران و كارشناسان محترم ايـن مجتمـع   ه ب

هـا،  شان در ارائـه دسـتگاه  هاي فراوانها و حمايتدليل همكاري
بـه انجـام رسـاندن ايـن      وسايل و امكانات آزمايشگاهي جهـت 

  .كنيمپروژه تحقيقاتي صميمانه تشكر و قدرداني مي
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