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Objective: Nicotine is one the chemical substance by high level of toxically which can rapidly absorbed from the 
lungs of smokers. It crosses the placenta and accumulates in the developing fetus. Our previous investigation 
indicated that collagen type IV appearance has a key role in basement membrane of various embryonic organs. We 
evaluated the effect of maternal nicotine exposure pre and postnatal period on collagen IV expression  during 
bronchogenesis and alveolarization in the lung of mouse newborns. Methods: Pregnant Balb/C mice, were divided 
into 2 experimental and 2 control groups. Experimental group 1, received 3 mg/kg nicotine intrapritoneally from day 
5 of gestation to last day of pregnancy. Experimental group 2 were received the same amount of nicotine during the 
same gestational days as well as 2 first week after birth (lactation). The control groups received the same volume of 
normal saline during the same periods. At the end of exposure times, all of newborns were anesthetized and their 
lungs were removed and immunohistochemical study for tracing collagen were carried out. Results: Our finding 
indicated that collagen reaction in the bronchial basement membrane (BBM) and extra cellular matrix (ECM) of 
lung parenchyma in experimental groups increased significantly in compared to control groups. Our finding showed 
that an alveolar remodeling and abnormal bronchogenesis in experimental group especially group 2 were observed. 
Conclusion: These data indicate that maternal nicotine exposure may induces an abnormal collagen IV expression 
and cause a defect in bronchopulmonary development 
Key words: nicotine, collagen IV, bronchogenesis,  alveolarization, mouse. 
 

  
نيكوتين به عنوان يكي از تركيبات با قابليت جذب و سميت بالا است كه علاوه بر جذب ريوي در افراد سيگاري به راحتـي از  : زمينه و هدف

و تـاثير آن بـر    IVدر اين مطالعه اثر تجويز نيكوتين مادري بر تغييـرات كـلاژن نـوع    . سد جفتي نيز مي گذرد و بر تكامل جنين اثر مي گذارد
به دو گـروه تجربـي و دو گـروه     balb/cموشهاي حامله نژاد :  روش ها  .و برونكوژنز ريه نوزادان موش ارزيابي گرديدفرايند آلوئول سازي 
نيكوتين بصورت داخل صفاقي تزريق گرديد و در  mg/kg3از روز پنجم تا پايان دوره حاملگي روزانه  1به گروه تجربي .  كنترل تقسيم شدند

در پايـان  . گروههاي كنترل نيز حجم مشابهي از نرمـال سـالين دريافـت نمودنـد    . فته پس از زايمان ادامه يافتاين عمل تا دوه 2گروه تجربي 
واكنش كلاژن در غشاي پايه برونشـيال و  : يافته ها. دوره، ريه نوزادان جهت مطالعه ايمونوهيستوشيمي مورد فيكس و آماده سازي قرار گرفت

همچنـين در ريـه گروههـاي تجربـي     . دان گروههاي تجربي نسبت به كنترل افزايش معني داري داشـت ماده خارج سلولي پارانشيم ريوي نوزا
به نظـر  : نتيجه گيري .بيشتر قابل مشاهده بود 2نشانه هايي از تغيير مدل آلوئولي و برونكوژنز غير طبيعي ديده شد كه اين امر در گروه تجربي 

مستمر قرار گيرند، افزايش كلاژن غير متعارفي در غشاي پايه آلوئلي و ماده خـارج سـلولي    مي رسد چنانچه مادران حامله در معرض نيكوتين
   .ريوي فرزندان آنها پديد مي آيد كه به تغيير در مدل آلوئولي و برونكوژنز آنها منجر مي شود
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  مقدمه - 1
در مقايسه با ساير سيستم هاي بدن، تكامل ريه به دليل اينكه 

ريه . به يك دستگاه تبادل گاز تبديل مي شود، اهميت دارد
بايد در رحم تكامل يابد و بلافاصله در زمان تولد آماده 

همانند فعاليت باشد اما مراحل نهايي تكامل آن در موش 
  . پس از تولد به انجام مي رسدساير پستانداران 
ه تقسيم ـبه چندين مرحلطي دوران جنيني تكامل ريه در 

و گذر از اين مراحل به خاطر تكامل طبيعي روند  . مي شود
اينكه ريه در آينده عضو تبادل گاز هاي تنفسي است، 

مراحل بر بلوغ و نيز  اختلال در اين. )1( دارداهميت فراوان 
واند ـي تمقاومت ريه در برابر بيماريها در زندگي آينده م

در اين دستگاه نيز مثل بسياري از ). 2-4(تأثير بگذارد 
اي ـارگانهاي ديگر، سلول هاي مزانشيمي بوسيله فاكتوره

باعث ) كه توسط هورمونها تنظيم مي شوند(ز ـد و تمايـرش
در ). 5(جهت دهي به اسكلت سلولي و رشد بافت مي شود 
غشاي  اين راستا بعضي از محققين، رابطه مستقيمي بين

و كشش مكانيكي ايجاد ) Blood-Gas Barrier( ليوآلوئ
  ). 6(شده توسط حركات تنفسي جنين يافتند 

مطالعات انجام گرفته در اين زمينه نشان مي دهد كه كشش 
زماني (مكانيكي از تكثير فيبروبلاستها جلوگيري مي كند و 
باعث ) كه بطور طبيعي ضخامت مزانشيم كاهش يافته

). 6(آپوپتوز در مرحله كاناليكولار ريوي  مي شود تحريك 
اين موضوع نشان مي دهد كه به طور طبيعي آپوپتوز در 

اتفاق مي افتد و چنانچه  سيستم تنفسي نيززمان تكامل 
 ها عاملي بر اين روند تاثير بگذارد به نقايص تكاملي ريه

از سوي ديگر ماتريكس خارج سلولي جزء . خواهد انجاميد
ز پارانشيم ريه است كه در تكامل داربست بافت مهمي ا
ميت ـرد آن اهـملكـار و عـاختـفظ سـه و حـد ريـهمبن

بنابراين هرگونه تغيير در ماده ). 7(فوق العاده اي دارد 
خارج سلولي يا غشاي پايه سلول هاي ريوي ممكن است 

ماتريكس ). 8- 10(حتي بر تمايز سلولي آن نيز اثر بگذارد 
بطور عمده از رشته هاي كلاژن، الاستيك،  خارج سلولي

رشته هاي رتيكولر، گليكوپروتئين ها، پروتئوگليكان ها و 
گليكوز آمينوگليكان ها تشكيل شده است كه در اين ميان 

نقش تعيين    IVوع ـوص كلاژن نـالياف كلاژن و بخص
بنابراين به اعتبار . كننده اي در ساختمان آن ايفا مي نمايد

وتين در طي دوران جنيني با عبور از سد جفتي و اينكه نيك
پس از تولد از طريق شير مادر به جنين ها و نوزادان منتقل 

ه ـضروري بشده و بر بافت همبند تاثير مخرب مي گذارد، 
وزادان از ـريه ن برگذاري كه نتيجه اين تاثيرر مي رسد ـنظ

آن تشكيل دهنده بافت همبندي  اصرـعنرات ـطريق تغيي
   .مورد ارزيابي قرار گيرد  IVمنجمله كلاژن نوع 

                                             ها مواد و روش -2 
   تجويز نيكوتين و تهيه بافت :2- 1

كه پس از  شداستفاده  balb/cموش  24در اين مطالعه از 
گروه تجربي و  2جفت گيري و تعيين روز صفر حاملگي به 

شرايط نگهداري حيوانات دماي . كنترل تقسيم شدندگروه  2
c°1±22  ساعت با آب و غذاي  12تاريكي  و دوره نورو

از روز پنجم تا  1به گروه تجربي  .كافي در نظر گرفته شد
نيكوتين محلول در  mg/ kg3پايان دوره حاملگي روزانه 

و در  )11( تزريق گرديد داخل صفاقينرمال سالين بصورت 
اين عمل تا دوهفته پس از زايمان ادامه  2گروه تجربي 

گروههاي كنترل نيز حجم مشابهي از نرمال سالين در  .يافت
در پايان دوره همه نوزادان . زمانهاي مشابه دريافت نمودند

تجربي و كنترل پس از بيهوشي عميق قطع نخاع گرديده و 
فيكس %  10ساعت در فرمالدهيد  24ريه هاي آنان به مدت 

ورد ـه منظور مطالعات ايمونوهيستوشيمي مـد و بـگردي
  .آماده سازي بافتي قرار گرفت

  ايمونوهيستوشيميهاي تكنيك : 2- 2 
بيوتين  - آويدينك ـتكنيحقيق ـن تـدر اي روش به كار رفته 

ه بدست آمد ريه نوزادن ي كه از هاي رشب. ودــپراكسيداز ب
 PBSه در ـدقيق 5ار به مدت ـر بـار و هـبه ميزان دو ب بود 
. شستشو داده شد)  pH= 4/7كلرور سديم در % 5/1حاوي (

راي ـژنهاي غير اختصاصي، ابتدا ب جهت بلوك كردن آنتي
% 3/0اورت تريتونـا در مجـرش هـساعت، ب 3مدت 
X100  درPBS  وgoat serum رو پس از آن براي مها 

% 3ساعت در محلول  1فعاليت آندوژناز پراكسيداز به مدت 
در ادامه با آنتي بادي و  آب اكسيژنه در متانول قرار گرفت

) Horse radish peroxidaseكانژوگه شده با ( IVكلاژن 
ساعت انكوبه شد و سپس  24به مدت  50به  1با رقت 
 قرار%   2و سرم %  3حاوي تريتون  PBSول حلدر م مجدداً

دقيقه در بافر  10بار و هر بار به مدت  3گرفت و آنگاه 
ها براي  پس از اين مرحله، برش. تريس شستشو داده شد

ي حاو  Di-aminobenzidine  دقيقه در معرض 15دت ـم
آب اكسيژنه قرار داده شده و در نهايت پس از % 03/0

شستشوي نمونه ها براي ايجاد رنگ زمينه از هماتوكسيلين 
برش ها با ژل گليسرول تثبيت شد و با  .گرديدده فااست

ه اعتبار ـب .رار گرفتـي قـورد بررسـميكروسكوپ نوري م
كه با استفاده   IVه رنگ پذيري كلاژن نوع ـاينكه واكنش ب

از آنتي بادي مونوكلونال صورت مي گيرد شاخص مناسبي 
درجة  .راكم اين نوع كلاژن محسوب مي شوددر تعيين ت
به  )12(رايج   اساس متدهاي درجه بندي بر رنگ پذيري

  .عنوان معيار تراكم كلاژن مد نظر قرار گرفت
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نتايج مبتني بر مطالعات ميكروسكوپيك مورد  ،در خاتمه
ارزيابي قرار گرفته و با استفاده از ميكروسكوپ دوربين دار 

Olympus. B57  ه تهيه ـورد نظر اقدام بـق مـز مناطا
. عكس هاي ديژيتال گرديده و فايل مربوط به آن ذخيره شد

غشاي در نواحي ارزشيابي كلاژن پس از مطالعه عكس ها 
واكنش،  شدت  لي و پارانشيم ريوي، بر اساسوپايه آلوئ

علاوه . بصورت دو نفره و جداي از يكديگر درجه بندي شد
ر اصول مبتني ب استريولوژي بر اين با استفاده از متد هاي

مدل كاواليه كه در مطالعات قبلي از آن بهره گيري شده بود، 
ول هاي ريوي در ريه نوزادان گروههاي ئبرونش ها و آلو

براي اين . )13( مختلف مورد مقايسه و ارزيابي قرار گرفت
) 1 شكلمطابق (با استفاده از كادر نمونه برداري منظور 

در واحد سطح گرديده و با قاطع آلوئولي اقدام به شمارش م
برشهايي كه در نظر گرفتن محاسبه ضخامت برشها و 

بصورت سريال حذف گرديده بودند تعداد آلوئولها در واحد 
براي اندازه گيري قطر آلوئول ها نيز  .حجم محاسبه گرديد

بزرگترين قطر عرضي آلوئولي نيز در هر يك از مقاطع به 
  . گرفت حساب آمده مورد اندازه گيري قرار

  آناليز آماري :2- 3
و آزمون  SPSS  13داده ها با استفاده از نرم افزار 

مورد تجزيه و تحليل قرار  ويتني - كروسكال واليس و من
بودن براي يافته هاي اين مطالعه  سطح معني دار. گرفت
05/0P< در نظر گرفته شد.  
  
  نتايج -3

هاي مختلف نشان داد كه  گروهريه كلاژن در ارزيابي 
واكنش اين پروتئين در غشاي پايه برونشيول نمونه هاي 

). a2 شكل( مي شودظاهر  نبه رنگ قهوه اي روش كنترل 
در غشاي پايه مشابه از نوزادان تجربي با ها واكنش اين 

ه ـنسبت ب و افتــوه اي تيره افزايش يـروز رنگ قهـب
در ). b2 شكل(كنترل تفاوتي معني دار نشان داد  نمونه هاي

 2مشاهدات ميكروسكوپيك برونشيول هاي گروه تجربي 
نيز مشخص گرديد كه قطر بعضي از آنها نسبت به گروه 
كنترل كاهش نشان مي دهد و روند كاناليزه شدن آنها به 

كه اين يافته ها در مطالعات خوبي صورت نگرفته است 
در  b2 شكل(حي نيز معني دار بود مورفومتريك اين نوا

  ). a2مقايسه با 
در اين حالت در مناطقي از فضاهاي برونشي بقاياي سلولي 

و در مزانشيمال بصورت توده هاي سلولي باقي مانده 
ود ـحاليكه عمل كاناليزه شدن در ساير نقاط كامل شده ب

اي ـبررسي ه). b2 شكل(ود ـق داراي انسداد بـن مناطـاي
اي ـه آلوئول هـاي پايـورد كلاژن غشـده در مـام شـانج

ه آنها نيز در ـي مربوط بـاده خارج سلولـريوي و م
و اگر چه ) 1جدول (ه ـي افزايش يافتـروههاي تجربـگ

 .معني دار نبود) 2و  1در گروه تجربي (نسبت به همديگر 
هاي كنترل  روهـه از گـه هاي مشابـه نمونـا نسبت بـام
   .ي دار نشان دادـاختلافي معن) f2تا  c2 شكل هاي(
ي ــواحـن نـه ايــوط بـك مربــات مورفومتريـمطالع در
وي در ــاي ريـداد آلوئول هـه تعـد كـز مشخص شـني

ي ـربـاي تجـه هـونـا نمـايسه بـاي كنترل در مقـنمونه ه
در عين ) 1جدول (ا كمتر است ـبيشتر و در عين حال آنه

اي ـه هـي در نمونـآلوئول شمارش ي ـميانگين كل الـح
ان داد ـنشري ـچشمگيزايش ـي افـه تجربـكنترل نسبت ب

  .)1جدول( دار بود ي معنيـداراي اختلافه ـك
  

  

  

  

شمارش و اندازه گيري در هر يك از گروهها (مقايسه پارامتر هاي بدست آمده حاصل از برش هاي پارانشيم ريوي مربوط به نمونه هاي تجربي و كنترل  .1جدول
  ) **= >005/0Pو   *= >05/0Pمورد،   100

  )**( 2تجربي   2كنترل   )*( 1تجربي   1كنترل   )± SD(ميانگين 
×  102 )±64/29(   تعداد مقاطع آلوئولي

51/7  
 )40/33± (102  ×

67/7  
)81/27± (102  ×76/9  )14/36± (102  ×21/6  

  112 ±21/ 14  88 ± 28/11  97±22/17  85±11/12  بزرگترين قطر عرضي
  mm3(  11/3±8/8  21/1±6/7  11/4±11  67/1±5/5(تعداد آلوئول 

  ++++  ++  ++++  ++  IVواكنش كلاژن نوع 
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كامل در داخل  برشي از  پارانشيم ريوي كه كادر شمارش آلوئولي بر روي بخشي از آن نشان داده شده و طريقه اندازه گيري قطر آلوئول هايي كه با ديواره .1شكل
 ).اندازه گيري ها بر حسب ميكرومتر محاسبه گرديده است. (كادر قرار دارند مشخص گرديده است

  

  

  

  

  
  

مختلف به و آلوئل هاي ريوي نمونه هاي اپيتليوم برونشيال كه واكنش به آنتي كلاژن را در  IVرنگ آميزي اختصاصي بر عليه كلاژن نوع مقاطع مربوط به  .2شكل
مشابه آن  برش نشان داده شده است، ) دايره(آن و فضاي داخل يك برونشيول  عمقط) a( 2به ترتيب در گروه كنترل  شكل هايدر اين . رنگ قهوه اي نشان داده است

 ريويمربوط به مقاطع آلوئل هاي  شكل هاي . بصورت مسدود باقي مانده است) پيكانهاي نشانه(كه در بعضي مناطق  مي دهد نيز نشان  ) b( 2در گروه تجربي 
نشانه هاي ) fو  e( 2و  1در گروههاي تجربي  را نشان مي دهد در حاليكه) ستاره(نيز نشانگر ديواره بندي و تشكيل آلوئلهاي معمولي ) dو  c( 2و  1گروههاي كنترل 

  . به چشم مي خورد) ستاره ها(ديواره هاي آلوئلي و افزايش حجم فضاي آلوئلي باقيمانده  گيبارزي از گسيخت
  ).µm 100 =scale bar ،رنگ آميزي زمينه هماتوكسيلين(
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  بحث -4
يكي  IVكلاژن نوع براساس مطالعات قبلي مشخص شد كه 

از مهمترين پروتئين هايي است كه در غشاي پايه مربوط به 
ساختارهاي اپيتليالي و همچنين ماتريكس خارج سلولي 

اين پروتئين با دارا بودن نقش كليدي . ايفاي نقش مي نمايد
در تمايز و ميانكنش هاي بين سلولي در بستر سازي تكاملي 

فت ها در دوران جنيني و فعاليت هاي حياتي بسياري از با
  . قرار داردمد نظر طول حيات 

معني داري در تفاوت يافته هاي اين مطالعه نشان داد كه 
كه چنين  كلاژن ريوي نوزادان گروههاي تجربي وجود دارد

تغييراتي در ارتباط با تاثير نيكوتين در يافته هاي ديگر نيز 
از سوي ديگر مشخص شد كه  ).1(گزارش گرديده است 

ه به ـچانتقال مادر به نسل بعدي  قاز طري تاثير نيكوتين
ر ـعلت ديگ رـه هـدر بيان كلاژن و چه باختلال لحاظ 

ا را بگونه اي تحت تاثير قرار ـي ريه هـتوانسته است تكامل
تا مشكل نموده برونكوژنز را دچار طبيعي روند دهد كه 

علاوه . آنجا كه برونشييول ها در مواردي مسدود مانده اند
ر ـه ميانگين قطـل نشان داد كـج حاصـنتاي نـر ايـب

اي تجربي نسبت كنترل ـه وي در گروهـاي ريـآلوئوله
م ــد حجـداد آلوئولها در واحـافزايش يافته اما در عوض تع

به شكل  2در گروه هاي تجربي و بخصوص گروه تجربي 
معني داري كاهش نشان مي دهد كه نشانگر كاهش سطح 

اين موضوع نشان مي دهد كه . هاستتنفسي در اين نمونه 
نوزاداني كه از طريق جفت و يا از طريق جفت و شير مادر 

ه نوعي در معرض نقايص ـوتين دريافت كرده اند بـنيك
تكاملي ريه و بروز آسيب هاي ريوي هستند كه تغييرات 

دم تشكيل ـه عـه بـكي ـو نكروز بافت IVكلاژن نوع 
از نشانه هاي بارز آن واره هاي آلوئولي منجر شده است ـدي

در  IVلاژن نوع ـكبا رابطه  همچنين در .محسوب مي شود
شكل گيري و  تكامل ه ـكد ـشص ـمشخي ـمطالعات قبل

ن مولكول ـايع ـبيان به موقبسياري از ارگانهاي جنيني به 
نقش يافته هاي قبلي از آنجا كه . )12، 14( داردبستگي 

د ـتاييل ـتكامد ـرونه ـزمينرا در تعيين كننده اين پروتئين 
 تراتوژنل ـعامه ـه هرگونــد كـر مي رسـه نظـد  بـمي نماي

را در اين  αه زنجيره هاي ـمربوط باي ـبيان ژن هه ـك
د ـوانست رونـد تـپروتئين تحت تاثير قرار دهد خواه

بنابراين . )15- 17( ار مشكل نمايدـي تمايز را دچـطبيع
ه و ـغشاي پاياي ـه ساختمانه ـه نظر مي رسد كـطبيعي ب

اي مختلف از وجود ـاده خارج سلولي بافت هـهمچنين م
ان ـن ميـد و در ايـي سود مي برنـه خوبـن پروتئين بـاي

ارج سلولي پارانشيم ريوي از ـي و ماده خـه تنفسـغشاي پاي

ر ـه نظـب ذا چنينـل).  18- 20(ن قاعده مستثني نيست ـاي
كه بتواند بر روند از قبيل نيكوتين مي رسد كه هر عاملي 

در طي فرايند سيستم تنفسي و يا حتي  IVتنظيم كلاژن نوع 
بعد از آن اثر بگذارد مي تواند به نوعي سلامت اين ارگان 

  .حياتي را دچار مخاطره نمايد

نوزاداني كه مادرانشان در يافته هاي اين مطالعه نشان داد كه 
در معرض دريافت نيكوتين بوده اند روند طبيعي برونكوژنز 

در اين . تكامل آلوئول هاي ريوي تغيير مي كندو تمايز 
ارتباط گزارش شده است كه مادراني كه در طول دوره 

در تي اختلالابارداري در معرض نيكوتين قرار داشته اند 
ها به ثبت رسيده كه به ي ريوي نوزادان آنتكامل آلوئولها

ده است ـنسبت داده شآنزيم ليزيل اكسيداز سطح كاهش 
اين آنزيم فعاليت اين يافته ها ياد آور مي شود كه ). 21، 22(

اتصالات بين رشته هاي الاستين و كلاژن شكل گيري براي 
نتايج مطالعه بنا بر اين بار ديگر بايد بر  امري ضروري است

sekhon  تاكيد كرد كه تاثير نيكوتين در مادران و همكاران
تنفسي فرزندان آنها را تحت باردار مي تواند سلامت سيستم 

داده و تغييرات غيرطبيعي در ساختمان مجاري  قرارتاثير 
يكي افزايش كلاژن راههاي هوايي تنفسي آنها پديد آورد كه 

  ). 1(از عوارض آن به حساب مي آيد 

 تيجه گيري شده است كهدر تفسير اين فرايند چنين ن
تمايز ليپوفيبروبلاست  هايي كه سيگنال مسير برنيكوتين 

ها رهبري ه ميوفيبروبلاست ـبرا موجود در بافت بينابيني 
  .)23( كند تاثير مي گذاردمي 

  
  نتيجه گيري -5

نيكوتين از طريق خون سد كه مداخله چنين به نظر مي ر
هاي ريوي آلوئول بر فرايند تشكيل ادر ـو شير م) جفت(

ريه و مجاري  تاثير مي گذارد و تكامل طبيعيزاده هاي آنان 
  .ي نمايدـه مـواجـكل مـا مشـي را بـتنفس

ا از ـست هلاليپوفيبروبكه ـه اينـتوجه بـر با از سوي ديگ
ها نوموسيت در برابر راديكال هاي آزاد از  رفـطك ـي

ز ـه تمايـزمينر ـجهت ديگوده و از ـمحافظت نم
ه ـكگفت  شايد بتواند نست ها را فراهم مي كنلاوفيبروبـمي

لال در ـلاوه بر تاثير گذاري و اختـنيكوتين توانسته است ع
فيبروبلاست هاي ي ـتكامل طبيع ،ويـژن ريلاتنظيم ك

ه ـو زمينوده ـنمجه با اشكال مواديواره هاي آلوئولي  را 
له آنچه را كه در يافته هاي اين ـي از جمـروز نقايصـب

  . نمايدفراهم مطالعه به ثبت رسيد 
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ر و قدرداني تشك -6
اين مطالعه در قالب يك طرح پژوهشي بين دانشگاهي 
دانشگاه علوم پزشكي مشهد و دانشگاه علوم پزشكي زابل 
صورت گرفته و هزينه هاي آن توسط معاونت محترم 

لذا بدينوسيله از . پژوهشي دانشگاه زابل تامين گرديده است

ر ـمساعدت هاي به عمل آمده در اين زمينه تقدير و تشك
خانم متجدد  همچنين از خدمات تكنيكي سركار. مي گردد

در آزمايشگاه تخصصي بافت شناسي دانشكده پزشكي 
  .مشهد قدرداني مي شود
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