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  چكيده

  .باشند  ميهاي طلا فناوري و نانوپزشكي نانوذره ها در نانوزيست ترين نانوذره  يكي از كاربردي:مقدمه
باشد و پس از  اسيد مي هاي طلا با اندازه كوچك توسط گلوتاميك  هدف از اين پژوهش توليد نانوذره:هدف

  .شود هاي توليدي به واكسن مورفين متصل مي آن نانوذره
اسيد تهيه و  هاي طلا با روش كاهش شيميايي و استفاده از گلوتاميك  در اين مطالعه نانوذره:ها مواد و روش

مريي، تفرق ديناميكي نور و سنجي فرابنفش  ها توسط طيف ين ذرهشناسايي و بررسي ا. دار شدند وششپ
هاي كلوييدي با  ها به واكسن ابتدا نانوذره منظور اتصال نانوذره به. ميكروسكوپ الكتروني عبوري انجام شد

ها توسط  بررسي اتصال اين ذره. مورفين كونژوگه شدند بافرفسفات سالين سوسپانسيوني شده و سپس با واكسن
  .انجام گرديد مريي الكتروفورز ژلي سديم دودسيل سولفات و طيف سنجي فرابنفش
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نانومتر بودند، بعد از اتصال به واكسن 20به اين روش كه داراي قطر ميانگين هاي توليد شده   نانوذره:نتايج
هاي بالاتري نسبت به واكسن خالص در الكتروفورز ژلي سوق يافته بودند كه  مورفين باندهايي متفاوت و موقعيت

  .باشد بيانگر عمل كونژوگه شدن مي
اسيد با توجه به غيرسمي بودن آمينواسيدها، سبب  هاي طلا با گلوتاميك  توانايي توليد نانوذره:گيري نتيجه

هاي طلا به واكسن مورفين،  اتصال نانوذره. فناوري خواهد شد ها در پزشكي و زيست ي مناسب از اين ذره استفاده
خصوص واكسن مورفين را مطرح  هاي مختلف به عنوان ادجوانت در واكسن هاي طلا به پيشنهاد استفاده از نانوذره

  .كند مي
  

  هاي طلا، گلوتاميك اسيد كردن، واكسن مورفين، نانوذره كونژوگه :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
هـاي    يكي از مهمترين شاخه   . باشد  اي در حال توسعه مي       به شكل گسترده   1ها و كاربردهاي فناوري نانو      امروزه تحقيق 

سـئوال ايـن اسـت كـه چـه          . اي برخوردارنـد    ويـژه هـاي طـلا از اهميـت          ها بوده كه در اين ميان نـانوذره         فناوري نانو، نانوذره  
كند؟ طلا بـه شـكل انبـوه و تـوده             اي مطرح مي    آل براي چنين كاربردهاي گسترده      ي ايده   هايي طلا را به عنوان يك ماده        ويژگي

 4اثر  چنين بي   هم.  است C1068°و دماي ذوب    ) fcc (3، يك فلز زرد رنگ، نرم، خنثي با ساختار مكعب مراكز وجوه پر            )2بالك(
هـا لزومـاً در    امـا ايـن ويژگـي   . هـاي مهـم ايـن مـاده اسـت      بودن طلا و مقاومت آن در برابر اكسايش سطحي يكي از ويژگـي     

دهـد كـه آن را بـه فلـز مهمـي در فرآينـدهاي         هايي را بروز مي     طلا در مقياس نانو، ويژگي    . شوند  هاي طلا مشاهده نمي     نانوذره
هـاي مهـم      هـاي طـلا در تعـدادي از واكـنش           يگر امروزه به اثبات رسيده است كه نانوذره       از سوي د  . كند  فناوري نانو تبديل مي   

هـا،    هـايي چـون كـشاورزي، الكترونيـك، كاتاليزگرهـا، رنـگ             ها در زمينـه     اين نانو ذره  . عنوان كاتاليزگر كاربرد دارد     تجاري، به 
نظيـر، كاربردهـاي جديـد     هاي بي ه به اين ويژگيبا توج. هاي زيستي كاربردهاي متعددي دارد     دهي سطوح و توليد دارو      پوشش

هـاي طـلا، پزشـكي اسـت،           يكـي از ايـن كاربردهـاي مهـم نـانوذره           )1-6(.فناوري نانو با استفاده از طلا در حال گسترش است         
 كـه   اند،  هاي بسيار جالبي را ايجاد نموده       هاي اخير صورت گرفته توسط دانشمندان علوم زيستي، شيمي و پزشكي نتيجه             تحقيق

 به شمار   5BCAي روش نوين تشخيصي     هاي طلا در توليد نانو باركد اشاره كرد، كه به عنوان پايه             توان به استفاده از نانوذره      مي
عنـوان    هـاي طـلا و نقـره بـه          در موارد ديگر از نانوذره    . شود  هاي طلا و آنتي بادي استفاده مي        رود، در اين روش از كونژوگه       مي
  )7-8(.ها نيز استفاده شده است در واكسن) ياور(نت هاي جايگزين ادجوا ذره

اند ولي استفاده از آمينواسيدها بـه         هاي مختلفي تهيه شده     هاي طلا تا به حال به روش        ابتدا تهيه نانوذرات طلا، نانوذره    
آمينواسـيد  باشد، زيرا از يـك سـو          هاي طلا روشي جديد و قابل توجه مي         كاهش يون -عنوان عامل كاهنده در واكنش اكسايش     

و سـوي   ) ها مانند هيدرازين، تركيبات بور هيدرات و سديم سـيترات           در مقايسه با ساير كاهنده    (اي غير سمي و سالم بوده         ماده
  هــا را نيــز ايفــا  شــود بلكــه نقــش پوشــش دهنــدگي ايــن ذره هــاي طــلا مــي ديگــر ايــن مــاده نــه تنهــا ســبب كــاهش يــون

  
1- Nanotechnology  
2- Balk 
3- Face centered cubic 
4-Noble 
5- Bio barcode amplification  
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هاي طلا بـه واكـسن مـورفين اسـت كـه              هدف ديگر اتصال نانوذره   . ها است   پايداري اين نانوذره  مهمي در     كنند و اين نكته     مي
  .ها باشد عنوان ادجوانت در واكسن هاي طلا به تواند پيشنهادي براي استفاده از نانوذره مي
  
  ها اد و روشمو
  دموا

شامل سديم كلريد، سديم هيدروژن فـسفات  (بافر فسفات سالين    ،  گلوتاميك اسيد -ال،  1تتراكلروآئوريك اسيد سه آبه   
شـامل متـانول، اسـتيك اسـيد         (2، مواد الكتروفورز ژلي سديم دودسـيل سـولفات سـديم          ) آبه و مونو سديم فسفات دو آبه       12

، اكريل آميد، بيس اكريل آميـد، سـديم دودسـيل سـولفات،             3Gيدروكلرايد، كماسي بلو  هيدروكسي آمينومتان ه   گلاسيال، تريس 
زدايـي    در ضـمن آب مقطـر يـون       . انـد    تهيه شده  از شركت مرك آلمان   كه همگي   ) آمونيوم پرسولفات، گليسرول، مركاپتواتانول   

  .ي مصرفي از واحد آب مقطر انستيتو پاستور ايران تامين شده است شده
 شمسي توسط دكتر عظيم اكبرزاده به ثبت رسيد، اين واكـسن داراي  1374 واكسن مورفين در سال -واكسن مورفين 

اسـت، كـه از ايـن پـروتيين بـراي اتـصال بـه           ) M-6-S-BSA (4 سـرم آلبـومين گـاوي      - سوكسينات -6-ماده موثره مورفين  
  ).1شكل() 12-15(شود هاي طلا استفاده مي نانوذره
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  شمايي از ساختار ماده موثره واكسن مورفين -1شكل 

  
  روش تحقيق

  :شود روش تحقيق در اين پژوهش شامل چند مرحله است كه جداگانه توضيح داده مي
  هاي طلا  تهيه نانوذره:مرحله اول

بـه ايـن    . ندشـو   در حضور آمينو اسيد گلوتاميك اسـيد تهيـه مـي          ) III(هاي طلا به روش كاهش نمك طلاي          نانوذره
 10، در يـك بـالون   )كه قبلاً در آب مقطر يون زدايي شده حل شده اسـت ( تتراكلروآئوريك اسيد  mM5 محلول   mL2منظور  

پـس از  . شـود  زن قـرار داده مـي   هـم -كـن   آب مقطر يون زدايي شده اضافه شده و بالون روي گـرم           mL50ليتري حاوي     ميلي0
  كه قبلاً در آب مقطر يون زدايـي شـده حـل شـده و              (حلول گلوتاميك اسيد     از م  mL3ي جوش خود،      رسيدن محلول به نقطه   

  
1- HAuCl4.3H2O 
2- Sodium Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel  Electrophoresis  
3- Coomassie Blue G 
4- Bovine serum albumin 
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رنگ به صورتي مايل به سرخ        يابد تا رنگ محلول از بي       قدر ادامه مي    روي آن افزوده و گرم كردن آن      )  است mM25غلظت آن   
  .شود يخ قرار داده مي/ ، سپس محلول به سرعت در حمام آب)هاي طلا و انجام واكنش است كه نشانه توليد نانوذره(تغيير كند 
  هاي طلا  شناسايي نانوذره:مرحله دوم

طيـف سـنج سـاخت شـركت        ) (UV-Vis (1 مريـي  -هاي طيف سنجي فرا بـنفش       در اين مرحله با استفاده از روش      
 5ورن  سـاخت شـركت مـال   3000 مدل   4سايزر-از دستگاه زتا  ) (DLS( 3، تفرق ديناميكي نور   )باشد   مي 1601 و مدل    2شيمادزو

بـه  )  اسـت JEOL-JEN 2010ميكروسـكوپ مـورد اسـتفاده مـدل      (6و ميكروسكوپ الكتروني عبوري) استفاده شده است
  .شود ها پرداخته مي شده بررسي و آنهاي توليد  شناسايي نانوذره

  هاي كلوييدي طلا سوسپانسون كردن نانوذره: مرحله سوم
هاي طلا توليد شده به منظور آمـاده سـازي جهـت كونژوگـه شـدن بـه                    هاي تحقيق، نانوذره    در مرحله سوم از روش    

ار بدين صورت اسـت كـه ابتـدا بـافر           ي انجام اين ك     نحوه. شوند   سوسپانسيوني مي  7واكسن مورفين، توسط بافر فسفات سالين     
 گـرم   42/1 آبـه و     12 گرم سديم هيـدروژن فـسفات        82/2 گرم سديم كلريد،     8 از انحلال    pH=4/7با  ) PBS(فسفات سالين   

 محلـول كلوييـدي     mL2 از آن با     mL2سپس،  . شود  مونو سديم فسفات دو آبه در يك ليتر آب مقطر يون زدايي شده تهيه مي              
ها با هم، رنـگ محلـول طـلا از صـورتي بـه                شود، به محض مخلوط كردن اين محلول        دار مخلوط مي    وشطلا در يك لوله درپ    

  .يابد تغيير مي) مايل به خاكستري(رنگ  بي
  هاي طلا به واكسن مورفين كونژوگه كردن نانوذره: مرحله چهارم

هاي طـلا    از نانوذرهµL  30ها  كردن اين ذرههاي طلا، به منظور كونژوگه پس از توليد، شناسايي و سوسپانسيوني كردن نانوذره
شود و سپس به مدت  ي اپندورف ريخته شده به آرامي مخلوط مي در يك لوله) mM5/0با غلظت ( واكسن مورفين µL  40با

  .شود  قرار داده ميC4° ساعت در انكوباتور با دماي 115
  

  نتايج و بحث
هاي كلوييدي طلا، سه روش مورد استفاده  رهدر مرحله دوم از روش تحقيق، يعني شناسايي نانوذ

  نتايج حاصل از اين آزمون نشان داد,TEM و UV-Vis ،DLS گرفت كه عبارت است از طيف سنجي قرار
گر  اين عدد كه بيان.  ايجاد كردnm525كلوييدي طلا داراي بيشينه جذبي در طول موج هاي  نانوذرهكه 

  )9- 11 ().2شكل( هاي طلاست تشكيل نانوذره
 قرار گرفتند كه نتيجـه حاصـل شـده نـشان داد كـه قطـر ميـانگين                   DLSسايزر مورد آناليز    -هاي طلا توسط زتا     سپس نانوذره 

 هـستند   nm20ها داراي قطر تقريبي        مشخص گرديد اين ذره    TEMو پس از آناليز     ) 3شكل( است   nm49هاي طلا تقريباً      ذره
  ).4شكل(

  
1- Ultra violet spectroscopy = UV-Vis  
2- Shimadzu 
3- Dynamic light scattering  
4- Zeta-sizer 
5- Malvern  
6-Transmission electron microscopy  
7- Phosphate buffer saline  
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  هاي طلاي تهيه شده توسط گلوتاميك اسيد  نانوذرهUV-Vis طيف -2شكل 

  

  
  تاسايزرهاي طلا توسط ز  نانوذرهDLSآناليز  - 3شكل

  
 هاي طلاي تهيه شده با گلوتاميك اسيد  تصوير ميكروسكوپ الكتروني عبوري نانوذره-4شكل

 
 سوسپانسيوني شدند، در اين مرحله جهـت اطمينـان از تـشكيل             PBSهاي طلا توسط      در مرحله سوم از روش تحقيق، نانوذره      

 از بين رفته اسـت، كـه   nm525ند جذبي موجود در  گرفته شد كه مشاهده شد با   UV-Visسوسپانسيون طلا، از نمونه، طيف      
  ).5شكل(ها است  دليلي بر سوسپانسيوني شدن اين ذره
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 هاي سوسپانسيوني طلا  حاصل از نانوذرهUV-Vis طيف -5شكل

-UVهاي طلا و واكسن، با استفاده از طيف سنجي            در مرحله چهارم از روش تحقيق، پس از كونژوگه كردن نانوذره          

Vis        و الكتروفورز ژلي پلي آكريل آميد )SDS-PAGE (ها مورد تحليل و آزمايش قرار گرفتند، نتايج           نمونهSDS-PAGE 
هاي نمونه استاندارد واكسن خالص قـرار گرفتـه           هاي كونژوگه شده اندكي بالاتر از لكه        نشان داد كه نوارهاي مربوط به نانوذره      

 گرفته شد كـه در مقايـسه بـا          nm700-200 در محدوده    UV-Visه شده طيف    هاي كونژوگ   چنين از محلول نانوذره     هم. است
هاي طلا كه در نمونه سوسپانسوني طـلا از بـين             جا شده و باند مربوط به نانوذره        ها جابه    واكسن خالص، پيك   UV-Visطيف  

 ).7 و6شكل ) (توضيحات در قسمت بحث و نتيجه گيري( ظاهر شده است nm528رفته بود، دوباره در 
  
  
  
  
  

 
 

  
  

   و واكسن خالص )1(هاي طلا و واكسن   حاصل از كونژوگه شدن نانوذره SDS-PAGE تصوير ژل-6 شكل
)2) (نمونه استاندارد(  

  .دهد هاي طلا را نشان مي ها خط كشيده شده است به وضوح بالا رفتگي نمونه هاي كونژوگه شده با نانوذره هايي كه اطراف آن لكه:  توضيح*
  
  

 
 
 
 
 
 
  

  هاي كونژوگه شده با واكسن و نانوذره) قرمز( مربوط به واكسن مورفين خالصUV-Visهاي  طيف -7لشك
هاي كلوييدي طلاست كـه پـس از كونژوگـه            گر ظاهر شدن مجدد پيك مربوط به نانوذره         پيكان نشان داده شده در شكل بالا بيان       : توضيح* 

 .شدن با واكسن دوباره ايجاد شده است
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 در آب توليد يون يك بار منفي تتراكلروطلا خواهند كرد، اين آنيون حـاوي كـاتيون طـلاي                   انحلالاسيد بر اثر    تتراكلروآئوريك  
)III (    كاهش به طلاي  -بايست طي يك فرايند اكسايش      بوده كه اين كاتيون مي)اين كار توسط گلوتاميـك اسـيد   . تبديل شود) 0

وه كربوكسيليك اسيد است كه طي سـازوكار زيـر اكـسيد شـده، سـبب                گلوتاميك اسيد يك آمينواسيد با دو گر      . گيرد  انجام مي 
هايي در مقالات محققان وجـود     در مورد نحوه اكسايش آمينواسيدها پژوهش     . شود  مي) 0(به طلاي   ) III(هاي طلاي   كاهش يون 

وشن شدن نحوه كـاهش     جا جهت ر    توان به سازوكار ارائه شده در مورد گلايسين اشاره كرد كه در اين              دارد كه از آن جمله مي     
  ).8شكل ()16(توسط گلوتاميك اسيد استفاده شده است ) III(طلاي
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  در حضور گلوتاميك اسيد) III( طلايسازوكار كاهش يون -8شكل

  
هـا   ايـن ذره . شـوند  كاهش توليـد مـي  -هاي طلا طي يك فرآيند اكسايش      شود نانوذره   مشاهده مي  1طور كه در سازوكار     همان

شوند كه طيـف سـنجي        همين عامل موجب مي   . شوند   محلول خواهند بود و سبب رنگي شدن محلول مي         صورت كلوييد در    به
UV-Visها داراي   طور كه گفته شد اين ذره باشد و همان هاي كلوييدي طلا مي هاي ساده براي شناسايي نانوذره  يكي از روش

هاي طلا    گر توليد نانوذره    ر، وجود چنين جذبي بيان    هاي ديگ    هستند كه با توجه به گزارش      nm525بيشينه جذب در طول موج      
  )9-11(.است

كـاتيون طـلا داراي     . است) عامل كاهنده يون طلا   (از نكات قابل توجه در اين پژوهش مقدار اضافي گلوتاميك اسيد            
مولكـول  سه بار مثبت بوده و جهت كاهش به طلاي خالص نياز به سه الكتـرون دارد، از سـوي ديگـر بـه ازاي اكـسايش هـر                

هـاي    شود، با اين توضيح نسبت سه به يك از گلوتاميك اسيد به طلا جهت كـاهش يـون                   گلوتاميك اسيد يك الكترون آزاد مي     
 علت اين موضوع ايـن اسـت كـه، مقـدار            . است 1 به   5/7باشد، در حالي كه نسبت مورد استفاده در اين پژوهش             طلا كافي مي  

   دارد، اول اين كه سبب كامل شدن واكنش كاهش شده و دوم اين كه به دليل فعاليـت              اضافي آمينواسيد در اين فرايند دو مزيت      
  

1-Mechanism   
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هاي طـلا عمـل كـرده و نقـش پايـدار           ي ذره   عنوان پوشش دهنده    هاي طلا، مقدار اضافي گلوتاميك اسيد به        بسيار بالاي نانوذره  
هـاي   هاي غير پيوندي در گروه آمين آمينواسيد و اوربيتال          جفت الكترون كند، اين اتصال از طريق جاذبه بين          كننده را نيز ايفا مي    

شـود بلكـه سـبب اتـصال      هـاي طـلا مـي    تر نانوذره اين كار نه تنها موجب پايداري بيش). 9شكل(خالي طلا ايجاد خواهد شد    
ماي گلوتاميـك اسـيد محـل       گروه كربوكسيل موجود در موقعيت گا     . شود  هاي مي   تر پروتيين به نانوذره     راحت) كونژوگه شدن (

  ).10شكل (ها است  مناسبي جهت كونژوگه شدن پروتيين به اين نانوذره
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  نمايي از اتصال گلوتاميك اسيدهاي اضافي به نانوذره طلا -9شكل
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   شمايي از برهم كنش نانوذرات پوشيده شده از گلوتامات و واكسن مورفين-10شكل

  
گيـري شـده     انـدازه TEM سـپس  DLSي آنها ابتدا با اسـتفاده از   ، اندازهUV-Visپس از شناسايي نانوذرات طلا توسط      

گـزارش خواهـد كـرد       TEMگيرد عددي متفاوت و بزرگتـر از         ها را اندازه مي     قطر ديناميكي ذره   DLSاست و از آنجايي كه      
  )17( ). استnm20 تقريباً TEMش  بوده و با روDLS nm49هاي طلا با روش  قطر نانوذره(

 بر حسب وزن مولكولي آن است و هرچه وزن مولي آن            جابجايي هر گونه  ) SDS-PAGE(اساس الكتروفورز ژلي    
گونـه كـه در    از اين رو و همان. نمايند ي مذبور را كمتر به سمت پايين ژل جابجا مي ها گونه گونه بزرگتر باشد، جريان الكترون   

انـد   هاي كمپلكس جديدي توليد كرده     هاي واكسن ذره   هاي طلا پس از كونژگه شدن با مولكول        نانوذره مشخص است،    6شكل  
 نـشان   SDS-PAGEطـور كـه نتـايج        لـذا همـان   . كه اين ذرات نسبت به خود واكسن از جرم بيشتري برخوردار خواهد بود            

توان فهميـد كـه عمـل كونژگـه كـردن بـا               رو مي  اند و از اين    هاي بالاي ژل ظاهر شده     دهد اين ذرات كمپلكس در موقعيت      مي
  از سـوي ديگـر بـا مقايـسه طيـف          ). انـد  هاي توضيح داده شده، مشخص شده      در شكل موقعيت  (موفقيت صورت گرفته است     
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 UV-Vis         توان مشاهده كرد كه باندهاي جذبي مربوط به واكـسن خـالص              ، مي 7 واكسن خالص با واكسن كونژوگه در شكل
هـاي كوتـاهتر سـوق پيـدا      جا شده و به سمت طـول مـوج    ، در نمونه واكسن كونژوگه شده جابه       )nm300-200در محدوده   (

 مـشخص اسـت   7طـور كـه در شـكل     همچنين همـان ). اند باندهاي جذبي در نمونه كونژوگه جابجايي آبي پيدا كرده        (اند   كرده
، پـس از  )5شـكل   (دادنـد     نشان نمي  UV-Visهاي طلا كه قبل از عمل كونژوگه شدن سوسپانسوني شده و جذبي در               نانوذره

گونه توجيه كرد كه  توان اين علت اين موضوع را مي   . اند  پديدار كرده  UV-Visكونژوگه شدن دوباره پيك جذبي مشخصي در        
ئين هاي فعال پـروت    هاي طلا تمايل به اتصال در محل       هاي پروتئيني، از آنجا كه ذره      كنش نانوذرات طلا با مولكول     در زمان برهم  

دليل كونژوگـه شـدن،      اما به . گردند ي فيزيكي بين خود را رها كرده و دوباره به حالت كلوئيدي باز مي              را دارند، به ناچار جاذبه    
گردد كـه     ظاهر مي  nm 528جايي سرخ داشته و در        باند جذبي مربوط به نانوذره هاي طلا نسبت به حالت خالص اندكي جابه            

  .هاي طلا در حالت كونژوگه نسبت به حالت خالص دانست دن نانوذرهتر ش توان علت آن را درشت مي
  

  نتيجه گيري
هاي جالب و مورد علاقه بسياري از پژوهشگران علوم مختلف قرار داشـته و از ايـن ميـان         هاي فلزي از زمينه     نانوذره

هاي طـلا كـه درتهيـه          توليد نانوذره  .ويژه علوم پزشكي و زيستي دارند       هاي مختلف به    هاي طلا كاربرد وسيعي در حوزه       نانوذره
هـاي غيرسـمي بـراي توليـد         ي غيرسمي استفاده شده است گام مهمي در استفاده از كاهنـده            عنوان يك ماده   آنها از آمينواسيد به   

چنين با توجه به ساختار گلوتاميك اسيد و وجود دو گروه كربوكسيليك اسيد، سـاختاري ويـژه پـس از                      هم. باشد نانوذرات مي 
هـا خواهـد بـود كـه مولكـول واكـسن             ها و آنزيم    صال آن به نانوذره ايجاد خواهد شد كه محل مناسبي جهت اتصال پروتيين            ات

همچنين با توجه به اينكه كونژگـه كـردن سـبب اتـصال تعـدادي               . ها در اين پژوهش بود     ي موردنظر در اتصال به اين ذره       ماده
عنوان جايگزين و پيشنهاد مناسب براي استفاده        توان از نانوذرات طلا به     ن رو مي  شود، از اي   مولكول واكسن به نانوذرات طلا مي     

  .ها نام برد در واكسن مورفين و ساير واكسن) ياور(عنوان ادجوانت  ها به از اين ذره
  

  تشكر و قدرداني
ايـران، بخـش    بدين وسيله مراتب تشكر و قدرداني خود را از اعضاي بخش پايلوت بيوتكنولـوژي انـستيتو پاسـتور                   

ويژه آقاي دكتر علمدار آشناگر و امير عباس رحيمي، گروه بيوشـيمي انـستيتو پاسـتور                  نانوبيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران به    
دريـغ و انجـام آناليزهـاي        ايران به ويژه آقاي دكتر محمد ارجمند، خانم دكتر روحي و آقاي شهباز محمدي جهت همكاري بي                

  .داريم مختلف ابراز مي
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