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  چكيده
  

بر روي شناسايي . شود  گونه آن در ايران يافت مي30 گونه در جهان دارد كه قريب به 130 بيش از Ferulaجنس : مقدمه
  روتينين و فروتين از اين گونه اما تاكنون فقط ف،اي صورت گرفته است هاي اين جنس تحقيقات گسترده تركيبات موجود در گونه

F. ovina شناسايي شده است.  
  .F. ovinaشناسايي و تعيين ساختمان تركيبات موجود در ريشه گياه : هدف

عصاره به روش تبخير حلال تغليظ شده .  به روش خيساندن تهيه شدF. ovinaعصاره دي كلرومتاني ريشه گياه : روش بررسي
شستشوي ستون با .  قرار گرفت،متر كه حاوي فاز ثابت سيليكاژل بود  سانتي5 و 60به طول و قطر  گرم از آن بر روي ستوني 20و 

حلال اتردوپترول آغاز و با افزودن تدريجي قطبيت حلال به وسيله حلال اتيل استات تركيبات به ترتيب قطبيت كم به زياد از 
ِسي بودند كه بعد از كنترل با كروماتوگرافي   سي250ون آوري شده حلال خارج شده از ست هاي جمع بخش. ستون خارج شدند

  .  كه تركيبات مشابه داشتند با يكديگر مخلوط شدندبخشهايي، 1صفحه نازك
 به صورت خالص به 4 و فروتينين3، شيمگين2هاي استيلوزين در پايان كار كروماتوگرافي ستون، سه تركيب عمده به نام: نتايج

دو .  تعيين شدند5ونانس مغناطيسي هستهزهاي يك بعدي و دو بعدي ر ذكر شده با استفاده از طيفساختمان تركيبات . دست آمد
  .باشند ها مي ترپن ها و تركيب سوم از مشتقات سزكوئي تركيب اول از مشتقات مونوترپن

ه استيلوزين، شيمگين و مشتمل بر سه تركيب شناخته شد F. ovinaكلرومتاني ريشه گياه  دي  عمده تركيبات عصاره: گيري نتيجه
از آنجايي كه بيشترين ماده موجود در اين گياه فروتينين است و نظر به اهميت فروتينين به عنوان يكي از . باشد فروتينين مي

  .شود  دو چندان ميFerulaهاي طبيعي اهميت اين گونه از  قويترين استروژن
  يمگين، فروتينين، ريشه، استيلوزين، شFerula ovinaچتريان، : گل واژگان

                                           

1 TLC    

2
 Stylosin    3 Tschimgine    4 Ferutinin     5 NMR 
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  نهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1389سي و ششم، پاييز  شماره مسلسل

 

. ..تمانسازي و تعيين ساخ خالص  

 

  مقدمه

هاي پرجمعيت خانواده   از جمله جنسFerulaجنس 

 گونه و طبق برخي منابع تا 130باشد كه بالغ بر  چتريان مي
 در آسياي ها عمدتاً  و اين گونه]1[ گونه در دنيا دارد 180

ميانه، شوروي سابق، ايران، افغانستان، تركيه و چين وجود 

  .]2[از ايران گزارش شده است  گونه اين جنس 30. دارند
تاكنون بر روي تركيبات اين جنس كارهاي گوناگوني 

هاي مختلف از جمله  صورت گرفته است و تركيباتي از دسته

،  ]7،8،9،10،11 [ها ، كومارين]3،4،5،6 [ها سزكوئي ترپن
 ]14 [ كومارين گليكوزيدها و اخيراً]12،13 [تركيبات گوگردي

حقيقات انجام گرفته بر روي تركيبات به در ت. اند شناسايي شده

دست آمده از اين گياهان مواد بيولوژيك با اثرات مختلف از 
 سالك ، ضد ]15 [هاي ميكروبي جمله مهار تشكيل رنگدانه

كننده  ، القاء ]17 [مايكوباكتريوم ضد ، ]16 [ويروس ، ضد ]10[

يكس كننده ماتر ، مهار ]18 [هاي سرطاني ملانوما آپوپتوز سلول
 و غيره ]20 [كننده از سرطان ، پيشگيري ]19 [متالو پروتئيناز

  .شناسايي شده است

مهمترين گياهان اين جنس كه در طب گذشته ايران سابقه 
   و F. gumosa:  مصرف دارند عبارتند از

F. assa-foetidaكند   كه گونه آخر توليد اولئوگم رزيني مي

ذشته داشته و كه موارد مصرف دارويي متعددي در طب گ
هاي  اين اولئوگم رزين از گونه. شود اكنون نيز استفاده مي هم

 و  F. foetida،F. rigidula از جمله Ferulaديگر 
alliacea  F.رزين . آيد نيز به دست ميF. gumosa نيز تحت 

هاي  نظر به جنبه. شده است عنوان باريجه از ديرباز استفاده مي
از نظر (كيبات جالب توجهي دارويي گياهان اين جنس و تر

كه از اين گياهان شناسايي شده است ) اثرات بيولوژيك دارويي

 كه Ferulaهاي وافر  تحقيق حاضر به شناسايي يكي از گونه
در اغلب نقاط ايران از جمله استان اصفهان، چهار محال و 

هاي ديگر  بختياري، خراسان رضوي و شمالي و برخي استان

 كه با نام كما نيز شناخته F. ovina. ردازدپ پراكندگي دارد مي
هاي ديگر كما كه به خاطر   برخلاف برخي از گونه]2 [شود مي

تركيبات گوگرددار بدبو هستند خوشبو و معطر است و بر روي 

  هاي هوايي آن تحقيقاتي انجام  اجزاء اسانس اندام
  

  

كننده عضلات صاف  از گياه مذكور اثرات شل. ]21 [شده است
سازي و تعيين ساختمان  خالص. ]22 [گزارش شده استنيز 

. طور كامل مورد بررسي قرار نگرفته استه تركيبات اين گياه ب
 قسمت اعظم Ferulaهاي  از آنجا كه در تمام گونه

شوند اندام گياهي ريشه  هاي ثانويه در ريشه ذخيره مي متابوليت

  .براي انجام اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت

  

  ها د و روشموا

  آوري و شناسايي نمونه گياهي جمع

دره (هاي بينالود  از ارتفاعات كوه F. ovinaريشه گياه 
گياه . دشآوري   جمع1386ماه سال  اواسط ارديبهشت) زشك

مذكور در هرباريوم دانشكده داروسازي مشهد تعيين نام و با 

  .دش بايگاني 1011شماره 
  

  هاي مورد استفاده مواد و دستگاه

هاي مورد استفاده در اين تحقيق از شركت  مام حلالت

دكتر مجللي خريداري و پس از تقطير مورد استفاده قرار 
 از شركت مرك 230 - 400سيليكاژل ستون با مش . گرفت

 با پوشش آلومينيومي از TLCصفحات . آلمان خريده شد

 از TLCهاي  براي مشاهده لكه. شركت مرك خريداري شد
براي تعيين .  سوئيس استفاده شدCAMAG مدل UVدستگاه 

.  استفاده شدElectrothermal 9100نقطه ذوب از دستگاه 

 Bruker-DRX-600 با استفاده از دستگاه NMRهاي  آزمايش
 شركت CDCl3 در حلال NMRهاي  تمام نمونه. انجام گرفت

Carlo Ebra درصد دوتريوم حل 95/99 با درجه خلوص 

.  روي آنها صورت گرفت برNMRهاي  شده و آزمايش
 تجزيه Mestrecافزار  هاي به دست آمده با استفاده از نرم طيف

  .و تحليل شد
  

  گيري و جداسازي مواد عصاره

 ليتر حلال 3 گرم پودر خشك ريشه گياه به وسيله 500

 ساعت با روش خيساندن 36كلرومتان به مدت  دي
.  بود گرم93وزن عصاره تغليظ شده معادل . گيري شد عصاره
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  و همكاران ايرانشاهي

 

 گرم از اين عصاره با استفاده از ستون 21تركيبات 

كروماتوگرافي با فاز ثابت سيليكاژل طبق مراحل درج شده در 
طول و قطر ستون سيليكاژل . دش سازي  خالص1  شمارهجدول

  .متر بود  سانتي5 و 60به ترتيب 

 است شستشوي  آمده1 شماره در جدولطور كه  همان
 1 به 20اتيل استات به نسبت  - دوپترولستون ابتدا با حلال اتر

آغاز شد و به تدريج با افزودن نسبت اتيل استات و افزايش 

 درصد ادامه 100اتيل استات دهنده تا  قطبيت حلال شستشو
 تركيب خالص از ستون به دست آمد كه وزن 3 در پايان .يافت

  استيلوزين : هر كدام به ترتيب خروج از ستون معادل

  گرم و فروتينين   ميلي1691م، شيمگين گر  ميلي706
هاي   و همچنين طيفTLCبا انجام آزمون . گرم بود  ميلي2826

NMR د كه خلوص ش تهيه شده از تركيبات ذكر شده مشخص

هاي  سازي بيشتر با روش مناسب دارند و نيازي به خالص

  . نبودHPLCكروماتوگرافي صفحه يا 
  

  نتايج

 كريستالي سفيد رنگ با اولين تركيبي كه به صورت پودر
د شاز ستون خارج گراد  درجة سانتي 120-122نقطه ذوب 

 تعيين  نام داشت كه ساختمان آن قبلا1ًاي به نام استيلوزين ماده
هاي  طيف.  جداسازي شده بودFerula stylosaشده و از گياه 

  دهنده ساختار استر   اين ماده نشان3 و كربن2پروتون

.  بنزوئيك اسيد با الكل فنچول بودهيدروكسي -4-متوكسي -3
 چهار گروه متيل 2  شماره و جدول1  شمارهبا توجه به شكل

   شيميايي هاي تك شاخه در طيف پروتون با جابجايي

ppm 87/0) 9-H( ،ppm 13/1 )8-H( ،ppm 20/1) 10-H (
  .دشمشاهده ) ppm 97/3) CH3Oو 

  
  
  

  

   كروماتوگرافي ستون عصاره ريشه كما سيستم حلال مورد استفاده در– 1جدول شماره 

*نسبت اتردوپترول به اتيل استات )ليتر ميلي(حجم حلال مصرفي    

20 840 

19 1000 

18 950 

17 900 

16 850 

14 750 

12 650 

10 1100 

5 1200 

0 2000 

  . حجم اتيل استات است1 حجم اتردوپترول در مقابل 20 به مفهوم 20به عنوان مثال عدد * 

1
 Stylosin    

2
 H-NMR 

3
 

13C-NMR 
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. ..تمانسازي و تعيين ساخ خالص  
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  )3(و فروتينين ) 2(، شيمگين )1(ساختمان شيميايي استيلوزين  – 1شكل شماره 

  

   مگاهرتزدر حلال كلروفرم دوترهNMR 600 و فروتينين در  هاي استيلوزين، شيمگين ها و كربن  جابجايي شيميايي پروتون-2جدول شماره 

  فروتينين شيمگين  استيلوزين

شماره 

  كربن/پروتون

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

 ppm )هرتز

  كربن
ppm 

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

  ppm )هرتز
  كربن
ppm  

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

  ppm )هرتز
  كربن
ppm  

1   s61/4 5/86  
 brd 13/5  

) 9(  
0/81  -  0/44  

2  -  8/39  -  1/49  

 m28/1 

 dd57/1 

)9 ،12(  

2/41  

3   brs80/1  4/48  

dd  16/1  

)3، 8/13(  

 m51/2  

9/36  
 m65/1 

 m97/1  
4/31  

4  

*26/1  

 brd 68/1  

)2/10(  

4/41  
 

 m33/1  
 

 m82/1  
1/28  -  0/87  

5  -  6/48   t 76/1  6/44  
 d03/2 

)8/10(  
1/60  

6  
*24/1  

 m94/1  
9/26  

 m43/1 

 m15/2  
4/27  

 ddd28/5 

)8/10 ،8/10 ،4/2(  
2/71  

7  
 

 m54/1  
*80/1  

9/25  -  8/47  

 dd30/2 

)3،5/14(  

 dd57/2  

)5/10،14(  

4/41  

8    s13/1  7/29   s95/0  7/19  -  5/133  

9   s87/0  5/19   s98/0  8/18   brm58/5  2/125  

10   s20/1  7/29   s96/0  1/13  
 m96/1 

 m07/2  
9/40  

11  -  -  -  -   m95/1  /.37  

12  -  -  -  -  
 d96/0 

)6/6(  
5/17  

13  -  -  -  -   d87/0 

)6/6(  

5/18  

14  -  -  -  -   s84/1  3/26  

15  -  -  -  -   s12/1  2/20  
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  و همكاران ايرانشاهي

 

   مگاهرتزدر حلال كلروفرم دوترهNMR 600 و فروتينين در  هاي استيلوزين، شيمگين ها و كربن  جابجايي شيميايي پروتون-2جدول شماره ادامه 

  فروتينين شيمگين  استيلوزين  

شماره 

  كربن/پروتون

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

 ppm) هرتز

  بنكر
ppm 

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

  ppm) هرتز
  كربن
ppm  

ثابت كوپلاژ بر حسب (پروتون 

  ppm) هرتز
  كربن
ppm  

'1  -  7/166  -  0/168  -  3/167  

'2  -  8/122  -  2/122  -  8/121  

'3   d61/7 

)2/1(  

8/111  d 01/8 

)4/8(  

9/131   d93/7 

)9(  

/.132  

'4  -  2/146  d 99/6 

)4/8(  

4/115   d91/6 

)9(  

5/115  

'5  -  9/149  -  0/161  -  3/161  

'6   d97/6 

)4/8(  

0/114  d 99/6 

)4/8(  

4/115   d91/6 

)9(  

5/115  

'7  d 68/7 

)4/8(  

9/123  d 01/8 

)4/8(  

9/131   d93/7 

)9(  

/.132  

  -  -  -  -  s97/3  0/56   متوكسي

  

هاي متيل ذكر شده به ترتيب با   گروهHMBCدر طيف 
  و ) ppm 8/39 )2-C( ،ppm 4/48) 3-Cهاي  كربن
ppm 5/86) 1-C( 8؛-Hهاي   با كربنppm 6/48) 5-C ( و

ppm) 5/86) (1-C( 10؛-Hهاي   با كربنppm 8/39) 2-C( ،
ppm 4/48) 3-C ( وppm 5/86 )1-C ( وOCH3 با   
ppm 2/146) '4-C (همبستگي نشان دادند.  

در ناحيه آروماتيك طيف پروتون سه سيگنال مشخص 
ها به ترتيب از جابجايي شيميايي كم به  گنالاين سي. ديده شد

دو شاخه با ثابت كوپلاژ  (ppm 97/6: زياد عبارت بودند از

Hz 4/8 6' مربوط به-H( ،ppm 61/7)  دو شاخه با ثابت
دو دوشاخه با  (ppm 68/7و ) H-3' مربوط به Hz 2/1كوپلاژ 

). H-7' مربوط به Hz 2/1 و Hz 4/8هاي كوپلاژهاي  ثابت
  هاي   مربوط به موقعيت ارتو هيدروژنHz 4/8وپلاژ ثابت ك

   مربوط به موقعيت Hz 2/1 و ثابت كوپلاژ 7' و 6'
 HMBC در طيف 6'هيدروژن .  بود7' و 3'هاي  متا هيدروژن

با دو ) ppm 9/123 (7'علاوه بر نشان دادن همبستگي با كربن 

  هاي شيميايي  كربن نوع چهارم آروماتيك با جابجايي
جابجايي شيميايي اول . ارتباط نشان داد ppm 9/149  و2/146

   با كربن OCH3هاي  با توجه به همبستگي هيدروژن

  جابجايي شيميايي دوم .  تشخيص داده شده بود4'
)ppm 9/149 ( با توجه به مكان ظهور در ميدان مغناطيسي

تر و حضور يك عامل الكترونگاتيو متصل به كربن آن،  ضعيف

   نيز با كربن 3'هيدروژن . دششناسايي گروه هيدروكسيل 
 همبستگي نشان داد كه تأييد ديگري بر ساختمان پيشنهاد 4'

  .باشد شده مي

كربونيل مشاهده شده در طيف كربن اين ماده با جابجايي 
باشد به كربن   كه خاص گروه استري ميppm 7/166شيميايي 

 سيگنال هيدروژن HMBCدر طيف .  ارتباط داده شد1'

 استري 1'با كربن ) ppm 61/4) 1-Hده شده در مشاه
  اين همبستگي موقعيت اتصال. همبستگي نشان داد

هيدروكسي بنزوئيك اسيد را به مونوترپن  -4 - متوكسي -3

اطلاعات به دست . كند فنچول براي اين ساختمان تأييد مي
  بودstylosin دو بعدي منطبق با ساختار COSYآمده از طيف 

هاي هيدروژن و كربن در   كامل مربوط به طيفاطلاعات. ]23[
  .  است آمده2  شمارهجدول

ماده دومي كه به دنبال استيلوزين از ستون خارج شد 
 درجه سانتيگراد و جامد 158 - 159اي با نقطه ذوب  ماده

هاي پروتون و كربن نشان داد كه  اطلاعات طيف. كريستال بود

 مشتق استري از ساختمان اين تركيب مانند استيلوزين يك
 سيگنال تك شاخه 3در طيف پروتون . باشد مونوترپن مي

 98/0، 95/0 به ترتيب در 10 و 9، 8هاي متيل  مربوط به گروه

با توجه به اطلاعات به دست آمده از . ظاهر شد ppm 96/0و 
هاي مذكور به ترتيب با سيگنال   متيلHSQCطيف دو بعدي 

مرتبط  ppm 1/13 و 8/18، 7/19هاي ظاهر شده در  كربن
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 و 8هاي متيل   همبستگي هيدروژن گروهHMBCطيف . بودند

  و كربن ) ppm 1/49 (2، كربن )ppm 8/47 (7 را با كربن 9
5) ppm 6/44 (را با كربن 10هاي گروه متيل  و هيدروژن   
2) ppm 1/49 ( 1و كربن) ppm 0/81 (در . نشان داد

 مشاهده OCH3ساختمان تركيب مورد بحث سيگنال گروه 
در ناحيه آروماتيك طيف پروتون دو سيگنال دو شاخه در . نشد
 به ترتيب مربوط Hz 4/8 با ثابت كوپلاژ  ppm 01/8 و 99/6

 كه با توجه به موقعيت شيميايي 4'-6' و 3' - 7'هاي  به پروتون
گروه . يكسان بر هم منطبق شده بودند، قابل مشاهده بود

.  ظاهر شدppm 0/168ين در كربونيل استري مانند استيلوز

مجموع اطلاعات به دست آمده از پروتون و كربن كه در 
شود ساختمان شيمگين را براي   مشاهده مي2  شمارهجدول

   از ريشه گياه  كه قبلاًتركيب مورد نظر نشان داد

Ferula dissectaاين تركيب در . ]24 [ گزارش شده است
بنزوات است كه تحت هيدروكسي  -واقع همان ايزوبورنيل پارا

  . نامگذاري شده است1نام شيمگين

كه  F. ovinaآخرين تركيب جدا شده از ريشه گياه 
ترپن شناسايي  ترين تركيب نيز بود يك مشتق سزكويي عمده

 گروه متيل شناسايي شد 4در طيف هيدروژن اين تركيب . دش
با  ppm 96/0 و 87/0كه به صورت دو سيگنال دو شاخه در 

 و 13هاي   به ترتيب مربوط به هيدروژنHz 6/6لاژ ثابت كوپ
 15 و 14هاي متيل   و دو سيگنال تك شاخه مربوط به گروه12

ناحيه . بودند ppm 12/1 و 84/1هاي شيميايي  با جابجايي

آروماتيك طيف هيدروژن شبيه تركيب شيمگين بود كه 
ي بنزوئيل در ساختمان هيدروكس -4دهنده حضور عامل  نشان

ها يك سيگنال چند  بر اين سيگنال  علاوه. نظر بودموردتركيب 

 ديده شد كه مؤيد حضور پيوند ppm 58/5شاخه پهن در 
هاي كربن  سيگنال. باشد دوگانه در بخش ترپني مولكول مي

  .ظاهر شدند ppm 5/133 و 2/125پيوند دوگانه اشاره شده در 

 متيل 4(متيل و يك گروه ايزوپروپيل  وجود دو گروه 
و تأييد مكان استقرار آنها با استفاده ) ضيح داده شده در بالاتو

ي ييك نوع اسكلت سزكو( اسكلت كاروتان HMBCاز طيف 

مكان استقرار عامل . را براي تركيب موردنظر نشان داد) ترپني

                                           

1 Tschimgine 

) ppm 28/5 (6هيدروكسي بنزوئيل با همبستگي هيدروژن  -4

. دش تعيين HMBCدر طيف ) ppm 3/167 (1'با كربن 
  شمارهدر جدولاطلاعات عامل طيف پروتون و كربن اين ماده 

هاي پروتون و  با توجه به انطباق كامل سيگنال. ده است آم2

 ،كربن اين ماده با فروتينين كه در مقالات قبلي ذكر شده است
  .]25،26 [ فروتينين تشخيص داده شدتركيب مورد نظر

  

  گيري بحث و نتيجه

ركيبات گزارش شده در اين مقاله، رغم شناخته بودن ت علي

  تاكنون فقط يك گزارش در مورد حضور فروتينين و فروتين در 
F. ovina هاي ما نشان داد كه سه تركيب  بررسي. ]27 [بوده است

گزارش شده يعني شيگمين، استيلوزين و فروتينين تركيبات اصلي 

لي  عصاره متانوTLCآزمون . دهند عصاره ريشه گياه را تشكيل مي
) كلرومتان بعد از جداسازي تركيبات غيرقطبي با دي(ريشه گياه 

نكته جالب توجه . داد  حضور همين سه تركيب را نشان ميمجدداً

حضور مقادير زياد فروتينين، به عنوان قويترين فيتواستروژن طبيعي، 
 Ferulaهاي فارماكولوژيكي اين گونه از  در اين گياه است كه جنبه

  هاي ديگر از جمله   از گونهفروتينين قبلاً. برد را بالا مي

F. jaeskeanaخصوص ه  و بF. hermonis شناسايي شده است 
]28،29[. F. hermonis كه اسم گونه آن از واژه hormone گرفته 

باشد كه  شده است از جمله گياهان دارويي معروف كشور لبنان مي

علاوه بر . گيرد يبه خاطر اثرات شبه استروژني مورد استفاده قرار م
   گياه]29 [اثرات شبه استروژني و فروتينين

F. hermonis به عنوان يك كاهنده قواي جنسي در جنس نر نيز 

  به هر حال با كشف فروتينين در. ]30 [باشد مطرح مي
F. ovinaخصوص ه رسد كه اثرات فارماكولوژيكي و ب  به نظر مي

ناسبي براي موضوع تحقيق م F. ovinaشبه استروژني گياه 
كنندگي عضلات  تحقيقات گذشته اثرات شل. ها باشد فارماكولوژيست

   .مدل حيواني نشان داده است در F. ovinaصاف را از گياه 
هاي ثانويه موجود در گياهان  ترين متابوليت هرچند كه مهم

با اين وجود . باشد ترپني مي  مشتقات سزكوييFerulaجنس 

 زياد نيست و 1يكي در گياه كمارسد تنوع متابول به نظر مي

                                           

1 F. ovina 
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ترپن و دو  يييك سزكو(محدود به سه تركيب ترپنوئيدي 

هاي ديگر  اين در حالي است كه در گونه. شود مي) مونوترپن
   مانند]9،10[ها  ترپن كومارين ييمخلوطي از سزكو

F. persica  وF. szowitsianaتركيبات گوگرددار ، 

  ،F. persica ،F. foetida مانند ]12،13،31،32[

F. asafoetida و F. rutabensisهاي گليكوزيله   متابوليت
مانند  ]6،33[ها  ترپن لاكتون يي و سزكوF. persica مانند ]14[

F. varia ،F. penninervisگزارش شده است .  
در مورد خود گياه كما مطالعاتي درخصوص عوامل مؤثر 

   ].34،35 [در شكست خواب بذرهاي آن صورت گرفته است

ها در گياهان  ترپن ييبحث در مورد تنوع ساختاري سزكو
باشد كه از حوصله اين مقاله خارج  اين جنس نيز مفصل مي

توانند به مقاله مروري كه  در عين حال علاقمندان مي. باشد مي

 نگارش شده Ferulaهاي جنس  در زمينه ترپنوئيد كومارين
  .]11 [مراجعه كنند

  

  تشكر و قدرداني

باشد كه   مي86082اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي 
بودجه آن از طريق معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي 

از همكاري . دانشگاه علوم پزشكي مشهد تأمين شده است
سركار خانم شيرعلي در تايپ دقيق اين مقاله سپاسگزاري 

  . شود مي
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