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Abstract 
Background and Objective: Collagen scaffolds are one of the suitable 
scaffolds for stem cell loading, but the viability of fibroblast cells 
loaded on collagen scaffolds is one of the important issues. Therefore, 
the present study investigated the viability of fibroblasts loaded on 
collagen scaffold. 
Materials and Methods: In this in vitro experimental study, human 
skin samples were obtained from neonates during circumcision surgery 
and bovine collagen was prepared. Fibroblast cells were counted using 
a hemocytometer after isolation from tissue fragments. Cell viability 
was evaluated using flow cytometry. Vimentin marker were used to 
identify fibroblast cells. Fibroblast cells were cultured on hydrogels. 
MTT method was used to evaluate the cytotoxic effect of hydrogels on 
cells. Data were analyzed using independent t-test. 
Results: The viability of fibroblast cells isolated from the foreskin was 
89% on the first day after isolation. The results of immunocytochemical 
examination confirmed the identity of fibroblast cells. MTT results 
showed that collagen hydrogel had no significant toxicity on loaded 
fibroblasts. The results of fluorescent microscopy showed that the 
viability of cells loaded on hydrogel was 96%. 
Conclusion: The results of this study showed that collagen scaffolds 
are suitable for loading fibroblast cells isolated from the foreskin and 
can be used in tissue engineering and transfer of fibroblast cells to 
damaged areas. 
Keywords: Foreskin, Fibroblast cells, Collagen scaffold, Viability 
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 مقدمه
 بازسازی برای بافت مهندسی در ابزاری  کلاژنی داربست

 و مواد مهندسی ها، سلول از ترکیبی که است ها بافت
 حفظ ها آن هدف.  هستند شیمیایی و فیزیکی های فاکتور
 یا هدف بافت عملکرد کردن بهتر بافت، پایدار حالت

 این در(. 1) است بافت زیستی عملکرد کردن جایگزین
 بالا، پایداری فراوانی دلیل به کلاژن پایه بر مواد میان

 مکانیکی خواص کم، زایی ایمنی زیاد، سازگاری زیست
 ایجاد متفاوت، فیزیکی اشکال به دهی شکل قابلیت مناسب،

 رشد و چسبندگی ایجاد و کنترل قابل عرضی های پیوند
 نوزده(. 2،3) گیرند می قرار استفاده مورد مناسب سلولی

 1 نوع کلاژن که است شده شناخته مختلف کلاژن نوع
 پیوند و بعدی سه کشت جهت و است بقیه از تر فراوان

 در بنیادی های سلول و انسانی اتولوگ های کندروسیت
 زیست(. 4) گیرد می قرار استفاده مورد تنی درون شرایط

 مانند ادزی استحکام با های بافت از معمولا کلاژنی مواد
 نشان مطالعات(. 2،4) آیند می بدست تاندون و درمیس

 ضد اثرات دارای کلاژنی های داربست که دهند می
 و تکثیر بافتی، ترمیم سرطانی، ضد قارچی، ضد میکروبی،
 فیبروبلاست طرفی، از(. 5) هستند سلولی حفاظت

 منشا که است پیوندی بافت در سلول ترین فراوان
 ترشح ها فیبروبلاست اصلی عملکرد(. 6،7) دارد مزانشیمی

 انسجام حفظ برای سلولی برون ماتریکس ساز پیش مواد
 آسیب، مواقع در.  باشد می پیوندی بافت ساختاری

 برای لازم سازنده اجزای توانند می ها فیبروبلاست
 و ذاتی پذیری شکل. کنند سنتز را زخمی بافت جایگزینی

 یک به را سلول نوع این ها فیبروبلاست پذیری انعطاف
 است کرده مطرح پایه و بالینی تحقیقات برای معمول ابزار

(8  .) 
 سه ساختار با های داربست به توانند می بنیادی های سلول
 سه های داربست از واقع در(. 9) دهند نشان واکنش بعدی
 شود می استفاده بنیادی های سلول تکثیر و رشد برای بعدی

 های سلول کاربردهای نشانگر متعددی تحقیقات(. 11)
 مطالعات راستا این در و باشند می بافت مهندسی در بنیادی

 ترمیم در توانند می ها فیبروبلاست که اند داده نشان بسیاری
 گرچه(. 11-14) گیرند قرار استفاده مورد بافتی های آسیب
 بنیادی های سلول کاشت جهت ها داربست از استفاده بحث

 در ها آن کاربرد و بنیادی های سلول بر اه داربست اثرات و
 موضوع که است مباحثی از مختلف های بافت ترمیم

 باشد می اخیر های سال در بافت مهندسی های پژوهش
 راستا همین در( 17) پژوهشی های یافته(. 17-15)

 مزایای و بوده محققین توجه مورد کلاژنی های داربست
 شده داده نشان بافت یمهندس تحقیقات در ها آن از استفاده

 که تحقیقاتی های یافته با مقابل در گرچه(. 19،18) است
 کردن لود جهت کلاژنی های داربست از استفاده موید

 پژوهشی نتایج برخی باشند می فیبروبلاست های سلول
 و نبوده مناسبی خاصیت دارای ها داربست این اند داده نشان

 ساخته روبرو مشکلاتی با را ها سلول مانی زنده مواردی در
 این در(. 26،25) گیرد نمی انجام خوبی به ترمیم پدیده و

 داربست صورت در که اند داده نشان ها پژوهش راستا
 عمل به ها سلول از مناسبی حفاظت مواردی در کلاژنی
 مناطق وارد ها سلول که مدتی از پس همچنین نیاورده
 اکسیژن و غذایی کمبود دچار شوند، می داربست تر عمیق
     یابد می کاهش ها آن مانی زنده ترتیب بدین و شده

(27-31 .) 
 انتقال در کلاژنی های داربست گوناگون کاربرد به باتوجه
 نیز و( 31) دیده آسیب های بافت به بنیادی های سلول

 مانند سلولی های فرایند در متعدد کاربردی اثرات به باتوجه
 این به نظر همچنین و( 32) سلولی تمایز و تکثیر مهاجرت،

 های داربست کاربرد خصوص در قبلی مطالعات عمده که
 های روش بررسی به معطوف بافت مهندسی در کلاژنی
 های سلول بر آن اثرات و داربست تهیه فیزیکی

 ی حوزه در محدودی تحقیقات و اند بوده فیبروبلاست
 های سلول بر آن اثرات و داربست تهیه شیمیایی های روش

 موارد در قبلی مطالعات نتایج و گرفته انجام فیبروبلاست
 بر(. 33-35 ،22) است بوده نقیض و ضد ای ملاحظه قابل
 داربست های ویژگی بررسی به حاظر پژوهش اساس، این

 نئوناتال فیبروبلاست های سلول کردن لود جهت کلاژنی
 اهمیت دارای پژوهش این از حاصل نتایج و پردازد می

 .است بافت مهندسی ی حوزه در ای ویژه
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 ها روش و مواد
 نمونه آوری جمع

 از رضایت کسب با و آزمایشگاهی-تجربی تحقیق این طی
 اساس بر که انسان سالم نوزاد پوست نمونه یک والدین

 یا بالینی اختلال و بیماری دارای کودکان متخصص تایید
 سزازین نوزادان از ختنه جراحی عمل طی نبود، ژنتیکی

 حاوی فالکون لوله به و دریافت بارداری 38 هفته در شده
-سیلین پنی بیوتیک آنتی کشت، محیط سی سی چند

 به انتقال از پس و شد منتقل فانگیزون و استرپتومایسین
 صورت به گاوی کلاژن همچنین. شد استریلیزه آزمایشگاه

 .شد تهیه( سیگما شرکت) آماده
 ستفیبروبلا های سلول کشت و جداسازی

 آن به کلاژناز آنزیم سی سی چند و شد خرد کاملا درم ابتدا
 کشت محیط به انکوباتور در گیری قرار از پس. شد اضافه
 انتقال FBS% 11 دارای DMEM-HG سی سی 5 حاوی

 71 ی اندازه به منافذی با فیلتر یک از سپس. شد داده
 جدا بافتی قطعات از ها سلول تا شد داده عبور میکرومتر

    دور با دقیقه پنج مدت به ها سلول نهایت در. دشدن
211g  پس. شدند سانتریفیوژ گراد سانتی درجه چهارده در 

 محیط سی سی 1 کردن اضافه با رویی محیط تخلیه از
 37 انکوباتور در و شد تهیه سلولی سوسپانسیون کشت،
 روز 3-2 هر ها سلول کشت محیط. شدند انکوبه درجه

 .گردید تعویض
 ها سلول ششمار

 کلاژن هیدروژل روی بر کشت جهت ها سلول شمارش
 محلول و هموسیتومتر لام توسط کار این. شد انجام

 شدن ترکیب از پس. گرفت صورت( درصد 5/4) بلو تریپان
 سلولی، سوسپانسیون با بلو تریپان محلول از مساوی حجم
 و شد داده قرار هموسیتومتر لام و لام بین فضای در نمونه
 .شد شمرده X  10بزرگنمایی با میکروسکوپ طتوس

 مانی زنده میزان بررسی

 با و فلوسایتومتری توسط ها سلول مانی زنده میزان بررسی
 سلول  116  کشت محیط از ابتدا. گرفت انجام تکرار سه
 2 سپس. شد ریخته فالکون لوله در میکرولیتر 111 در

 پس. شد وسانتریفیوژ شده اضافه آن به بافرفسفات سی سی
 بافر با دوبار سلولی پلیت رویی، محلول ریختن دور از

 رنگی بافر میکرولیتر 111 در ها سلول. شد شسته
 تجربی گروه و( تیمار بدون کنترل گروه) فلوسایتومتری

 ها لوله به(  پروپیوم یدید میکرولیتر 11 تا  5 با شده تیمار)
 . دیدگر ارسال فلوسایتومتری آزمایشگاه به و شد اضافه

  فیبروبلاست های سلول هویت بررسی

 همان استخراجی های سلول شود ثابت که این برای
 ایمونوسیتوشیمی روش از هستند فیبروبلاستی های سلول

 قرار بررسی مورد ویمنتین مارکر روش این در. شد استفاده
 گسترش شده جدا های سلول ابتدا منظور، این برای. گرفت

 در دقیقه 11 مدت به و فیکس ساعت 24 از پس و
 سرد از پس. شدند داده قرار= Ph 9با بافر درون میکروویو

 آن روی% 3 اکسیژنه آب ،TBEبافر با وشو شست و شدن
 آن به ویمنتین ضد مونوکلونال بادی آنتی ادامه در. شد ریخته
 پراکسیداز آمینو دی و ثانویه بادی آنتی سپس شده، اضافه

 جهت. شد شو و شست و گردید افزوده (کروموژن)
 قرار هماتوکسیلین رنگ درون لام ها، هسته آمیزی رنگ

 ،51،71 های الکل در آبگیری و وشو شست از پس و گرفت
 مخصوص چسب با لام گزیلن، و گزیلل الکل و 96،111

 های سلول میکروسکوپی بررسی در. شد چسبانده
 به باید شده آمیزی رنگ و بافت از شده جدا فیبروبلاست

 . شوند مشاهده ای قهوه رنگ به دست یک تصور
  کلاژن هیدرژل تهیه

 استریل آب سی سی 25 در گاوی کلاژن گرم میلی 41
 PBS بافر سی سی 16 شامل ترکیب سپس. شد حل دیونیزه

 . شد اضافه آن به  HEPESبافر سی سی 8 و
 هیدروژل روی بر ها سلول کشت

 تولید در هیدروژل پتانسیل بررسی کار، این از هدف
. بود آن روی بر ها سلول کشت توانایی و مصنوعی پوست
 های سلول و شد تهیه هیدروژل ابتدا کار این جهت

 و تریپسینه نظر مورد تراکم به رسیدن از پس فیبروبلاست
 در سلول حاوی هیدروژل. شدند منتقل هیدروژل روی بر

 و شد محیط تعویض روز هر و شد داده قرار انکوباتور
 . گرفت قرار مشاهده مورد روسکوپمیک توسط

  ها سلول بر هیدروژل سیتوتوکسیک اثر بررسی

 های سلول هیدروژل، شدن تهیه از پس کار این جهت
 بار سه صورت به چاهک هر در 114 تراکم با فیبروبلاست

 111 چاهک هر روی بر سپس. شدند داده کشت تکرار
 داده قرار انکوباتور در و شد ریخته DMSO میکرولیتر

 ده مدت به MTT محلول  DMSO تخلیه از پس. شد
 Elisa دستگاه در و شد ریخته ها سلول روی بر دقیقه
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و همکارا، شالبافیا،  

Reader شد خوانش نانومتر 541 موج طول در . 
 روی بر فیبروبلاست های سلول قرارگیری نحوه بررسی

 SEM میکروسکوپ با هیدروژل

 دهیدگلوتارآل با فیکساسیون از پس هیدروژل مرحله این در
 شدن روکش و برش از پس اتاق، هوای در شدن خشک و
 قرار SEM میکروسکوپ با تصویربرداری تحت طلا، با

 . گرفت
 با شده لوده فیبروبلاست های سلول مانی زنده بررسی

  فلورسنت آمیزی رنگ

 بر شده لود فیبروبلاست های سلول مانی زنده بررسی جهت
 از و گرفته انجام تکرار بار سه با تجربیات هیدروژل روی
  آکریدین-یدید پروپیدیوم فلورسنت آمیزی رنگ روش

(PI-Acridine )مذکور رنگ دو منظور بدین. شد استفاده 
. شدند ترکیب باهم  μg/mL 51 های غلظت در هریک

 μg/mL 111 غلظت هرکدام از غلظت این به رسیدن برای
 به هریک از یکسان حجم کردن مخلوط با و کرده آماده

 محلول در رنگ هر از μg/mL 51 یعنی نظر مورد ظتغل
 از μL 11 مقدار رنگ، محلول سازی آماده از پس و رسیده
 بعد و ترکیب شده سوسپانس های سلول از μL 11 با رنگ

 ارزیابی مورد فلورسانت میکروسکوپ زیر کردن، پیپتاژ از
 مشاهده سبز رنگ به که های سلول درنهایت. گرفت قرار

 .بودند زنده های سلول شدند

 آماری تجزیه و تحلیل
 SPSS20 افزار نرم از ها داده آماری تحلیل و تجزیه جهت

 آزمون از استفاده با ابتدا راستا این در. شد استفاده
 اطمینان ها داده طبیعی توزیع از اسمیرنوف-کولموگروف

 تست تی از ها گروه مقایسه جهت متعاقبا.  شد حاصل
 .گردید استفاده

 

 جنتای
 پوست نمونه آوری جمع از حاصل نتایج

 که دادند نشان پوست نمونه آوری جمع از حاصل نتایج
 عمل از پس ساعت چند باید حداکثر جداسازی پروسه

 بیشتر یا روز یک نمونه نگهداری بنابراین. شود انجام ختنه
 . شود نمی حاصل دلخواه نتیجه و شده نمونه آلودگی سبب
 ها سلول جداسازی از حاصل نتایج

 به فیبروبلاست های سلول مانی زنده بررسی از حاصل نتایج
 نشان سازی جدا از پس روز اولین در فلوسایتومتری روش

 بنابراین و بودند زنده ها سلول از درصد 89 از بیش که داد
 قبول قابل و مناسب جداسازی جهت شده استفاده روش

 در فیبروبلاست های سلول همچنین(.  1 شکل) بود
 از پاساژ و کشت از پس نیز و جداسازی از پس روزهای

  ( . 2 شکل) بودند برخوردار فیبروبلاستیک مورفولوژی

 

 
 

 بودند ندهز ها سلول درصد 8/89 بالا شکل مطابق. سازی جدا از پس روز اولین در فلوسایتومتری روش به فیبروبلاست های سلول مانی زنده بررسی .1 شکل
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 پوست از شده جدا فیبروبلاست های سلول (B(. )برابر 411 بزرگنمایی) جداسازی از پس روز 7-6 فوراسکین پوست از شده جدا فیبروبلاست های سلول (A)  .2 شکل

 دیده شکل در همچنانکه(. برابر 411 بزرگنمایی) ها سلول پاساژ از پس روز کی فیبروبلاست های سلول( C) .(برابر 411 بزرگنمایی) جداسازی از پس روز 9 فوراسکین
 .باشند می فیبروبلاستیک و شکل دوکی مورفولوژی دارای سلولها شود می

 
 ها سلول شمارش و کشت از حاصل نتایج

 فلاسک هر که داد نشان ها سلول شمارش از حاصل نتایج
T75 ،داشت سلول میلیون دو حدود متراکم.  
  فیبروبلاست های سلول هویت تعیین نتایج

 های سلول هویت ایمنوسیتوشیمی بررسی از حاصل نتایج
 که دادند نشان گاه ختنه بافت از شده جدا فیبروبلاست

 یک صورت  به ویمنتین داشتن دلیل به ها سلول ی همه
 نشانگر امر این و شده مشاهده ای قهوه رنگ به دست

 .(3 شکل) بود ها سلول فیبروبلاستی ماهیت
 

 

 
 ای قهوه دست یک صورت به ویمنیتین وجود دلیل به ها سلول(. برابر 1111بزرگنمایی) ایمونوسیتوشمی آمیزی رنگ با شد مشاهده ها فیبروبلاست های سلول .3 شکل
 .برخوردارند فیبروبلاستی ماهیت از و شده رنگ

 
 روی بر فیبروبلاست های سلول کشت از حاصل نتایج

 هیدروژل

 اینورت میکروسکوپ با هیدروژل بررسی از حاصل نتایج
 که داد نشان ها فیبروبلاست کشت از پس ساعت 48

 چسبندگی با کلاژن هیدروژل روی بر های فیبروبلاست
 (.4 شکل) اند گرفته قرار یکنواخت توزیع و مناسب
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 هیدروژل روی بر یکنواخت صورت به سلولها که است آن نشانگر فوق شکل. ها سلول کشت از پس روز2 کلاژن هیدروژل روی بر شده کشت های روبلاستفیب .4 شکل

 .اند شده توزیع

 

 
 های سلول بر هیدروژل سمیت ازبررسی حاصل نتایج

  فیبروبلاست

 های سلول بر هیدروژل سمیت بررسی از حاصل نتایج 
  در نوری جذب میانگین بین که دادند نشان ستفیبروبلا

 میانگین و( 64/1±89/1) فیبروبلاست های سلول گروه
 هیدروژل+فیبروبلاست های سلول" گروه در نوری جذب
. نداشت وجود معناداری اختلاف( 66/1±23/1) "کلاژن

 بیانگر گروه هر نوری جذب میزان که آنجا از اساس این بر
 که گرفت نتیجه توان می است گروه هر در مانی زنده میزان

 مانی زنده بر معناداری سمیت اثر کلاژن هیدروژل
 . نداشت شده لود فیبروبلاست های سلول

 

 بر فیبروبلاست های سلول قرارگیری نحوه از حاصل نتایج

 هیدروژل روی

 نشان شده تهیه( SEM) الکترونی میکروسکوپ تصاویر
 روی بر یکنواختی طور به فیبروبلاست های سلول که داد

 (.5 شکل) بودند شده لود هیدروژل
 
 
 

 
 

.  شکل فوق نشانگر توزیع یکنواخت سلولهای فیبروبلاست برابر( 311بزرگنمایی) کلاژن برروی فیبروبلاست شده کشت های لسلو از الکترونی میکروسکوپ صویرت. 5 شکل
 بر روی هیدروژل می باشد.
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همکارا، و شالبافیا،  

 روی بر ها سلول مانی زنده ازبررسی حاصل تایجن

 آکریدین-پروپیدیوم یدید آمیزی رنگ با هیدروژل
 روش با هیدروژل بر شده لود های سلول فلورسنت بررسی

 داد نشان( PI-Acridine)آکریدین-پروپیدیوم آمیزی رنگ
 (.6 شکل) بودند زنده ها سلول درصد 96 که

  

 
 رنگ به های سلول و زنده های سلول سبز رنگ به های سلول. فلورسنت میکروسکوپ زیر در PI-Acridine روش به شده آمیزی رنگ فیبروبلاست های سلول .6 شکل

 باشند. می مرده های سلول نارنجی
 

 بحث
SARS-CoV که اند داده نشان بررسی این از حاصل نتایج 

 لود برای مناسب بستر کی توانند می کلاژنی های داربست
 روی بر آنها قرارگیری و فیبروبلاست های سلول کردن

 ها داربست این از استفاده در امر این و باشند بسترکلاژنی
 یافته این با موافق .باشد می اهمیت حائز بافت مهندسی در

 های داربست که اند داده نشان نیز دیگری های پژوهش
 مورد ها فیبروبلاست یسلول کشت جهت توانند می کلاژنی
 مطالعه از حاصل نتایج که طوری به قرارگیرند استفاده

 بنیادی های سلول غضروفی تمایز خصوص در گرفته انجام
 جهت اول نوع کلاژن های هیدروژل در انسان مزانشیمی

 های سلول کاشت از استفاده با غضروفی ضایعات درمان
 از ناشی کندروسیت جای به توان چند مزانشیمی بنیادی

 حاوی های هیدروژل گسترده انقباض بیانگر ماتریس
 لود مزانشیمی بنیادی های سلول کاربرد و بنیادی های سلول
 آسیب بافت ترمیم جهت کلاژنی های داربست در شده
 ساختاری پروتئین کلاژن واقع در(. 36) باشد می دیده

 بدن و حیوانات در نرم و سخت های بافت اکثر اصلی
 بیولوژیکی یکپارچگی حفظ در مهمی نقش که تاس انسان

 ها بافت از و دارد سلولی خارج ماتریکس ساختاری و
 این دلیل به کلاژن های داربست. کند می فیزیکی حمایت
 می استفاده بافت مهندسی در گسترده طور به عالی خواص

 بررسی خصوص در تحقیقات نتایج همچنین(. 31) شوند
 از استفاده با که کلاژن هیدروژل بعدی سه ماتریکس

 موش استخوان مغز از مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول
 کلاژن هیدروژل که است آن نشانگر شده انجام صحرایی
 باشد می بنیادی سلولهای کردن لود جهت مناسبی داربست

 که دهند می نشان پژوهشی های یافته سویی از(. 37)
 فیبروبلاست سلولهای شدن لود با همزمان کلاژن داربست

 مناسبی انطباق مکانیکی و فیزیکی نظر از داربست روی بر
(. 25) کند می پیدا سلولی تکثیر امکان و جایگیری جهت

 کلاژن هیدروژل درون های فیبروبلاست بررسی  همچنین
 استفاده که است داده نشان پوستی های زخم درمان جهت

 به هاسلول انتقال در تواند می غلیظ کلاژن هیدروژل از
 واقع در(. 38) باشد داشته موثری نقش دیده آسیب ناحیه
 عالی سازگاری زیست دلیل به کلاژن بر مبتنی زیستی مواد

 با مواد ترین امیدوارکننده و ترین بالقوه عنوان به
 شناخته بازسازی و بافت مهندسی در متنوع کاربردهای

 با که است آن سریع تخریب کلاژن، اصلی عیب. اند شده
(. 39) کرد غلبه آن بر توان می عرضی اتصال های وشر

 که اند داده نشان پژوهشی های یافته برخی مقابل در
 کردن لود بر توجهی قابل اثر دارای کلاژنی های داربست

 خصوص این در چنانکه نیست فیبروبلاست های سلول
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 های روش ی درباره گرفته انجام مطالعه از حاصل نتایج
 های داربست مکانیکی خواص بهبود برای موثر و ساده

 خواص از حاکی فرابنفش با پرتودهی کمک به کلاژنی
 دائمی پیوند عنوان به کلاژن های هیدروژل ضغیف مکانیکی

 هموستاز خصوص در دیگری بررسی همچنین(. 2) است
 داربست با مدت طولانی پوستی های معادل در اپیدرمال

 اپیدرم ضعیف تصالا و کلاژنی های داربست معایب بیانگر
 (.39) باشد می آن به

 
 نتیجه گیری

 که اند داده نشان پژوهش ازاین حاصل نتایج مجموع در
 کردن لود جهت مناسب داربست یک کلاژن های داربست

 نوزاد گاه ختنه بافت از جداشده فیبروبلاست های سلول
 در کاربرد دارای تواند می پژوهش این های یافته. باشد
 به فیبروبلاست های سلول انتقال و بافت مهندسی حوزه
 .باشند دیده آسیب های بافت
 

 ملاحظات اخلاقی
 زیست های درپژوهش اخلاق کمیته مجوز پژوهش این در

 فناوری و تحقیقات معاونت سازمان طرف از پزشکی
 شناسه با تهران پزشکی علوم دانشگاه

IR.TUMS.VCR.REC.1397.506 طرف از نیز و 
 شناسه با کشور قانونی پزشکی سازمان

IR.LMO.REC.1397.021 شد دریافت. 

 
 تقدیر و تشکر

 و آموزش تحقیقات، جهانی شبکه پشتیبانی با پژوهش این
 مراتب وسیله بدین و گرفته انجام (GREEN) رخدادها

 .داریم می اعلام شبکه این از را خود تشکر و تقدیر

 
 منافع تعارض

ه هیچ گونه تضادی در نویسندگان مقاله اعلام می دارند ک
 منافع وجود ندارد .
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