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چكید ه 
مطالعه حاضر به منظور بررسی داخل آزمایشگاهی اثرات عصاره متانولی سیاه دانه بر میزان زنده مانی نوزاد عفونی كرم پارآسکاریس 
اکوروم )Parascaris equorum( انجام گردید. بدین منظور پس از جمع آوری کرم ها، تخم های موجود در بدن کرم ها را خارج کرده و 
با استفاده از محلول هیپوکلریت سدیم هچ گردیدند. سپس اثرات نوزادکشی عصاره متانولی سیاه دانه در غلظت های مختلف )6.25، 
12.5، 25، 50، 100 و 200 میلی گرم بر میلی لیتر( در زمان های  0، 10، 20، 30، 40، 50 و 60 دقیقه پس از در معرض قرار گرفتن نوزادها 
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج آماری نشان داد که عصاره مذكور در غلظت 6.25 میلی گرم در میلی لیتر در مدت یكساعت فاقد اثرات 
نوزادکشی مناسب بوده است. در مقابل، عصاره در غلظت های بالاتر اثر كاهشی معنی داری بر زنده مانی نوزاد كرم پارآسكاریس داشت. 
این تاثیر از ده دقیقه ابتدای آزمایش مشاهده گردید و با افزایش زمان، تاثیر كشندگی عصاره بر نوزادان به صورت معنی دار افزایش 
نشان داد. علاوه بر این، در غلظت های 50، 100 و 200 میلی گرم بر میلی لیتر، تمام نوزادهای زنده، به ترتیب، در مدت 40، 20 و 10 دقیقه 
پس از قرارگیری در معرض عصاره غیرفعال شدند. این نتایج نشان می دهد که استفاده از عصاره گیاه سیاه دانه با ایجاد اثر كشندگی بر 

نوزادان، می تواند به کاهش شیوع آلودگی به كرم پارآسكاریس اکوروم در اسب سانان کمک کند.  
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In this study, the anthelmintic effects of the medicinal herb, Nigella Sativa L., was screened in vitro against the infective 
larvae of Parascaris equorum. Follow the collection of Parascaris worms, the egg content were depleted and hatched us-
ing sodium hypochlorite solution. The recovered larvae of the parasite were exposed to six concentrations (6.25, 12.5, 25, 
50, 100 and 200 mg/mL) of the Nigella extract and then examined for the viability at 0, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 minutes 
after the challenge. The results revealed that the concentration of 6.25 mg/mL had not any significant anthelmintic effects 
on P. equorum larvae. In contrast, the statistics indicated that all the higher concentrations of the Nigella extract remarkably 
reduced the viability of larva. These results were obvious during the first ten minutes of the experiment. With increase in 
time of exposure, the mortality effect of the extract elevated significantly. In addition, all larvae were inactivated after 40, 
20 and 10 minutes after exposure at the concentrations of 50, 100 and 200 mg/ml, respectively. These results confirmed that 
this herbal extract possess good antiparasitic effects against P. equorum infections.
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مقدمه
کننده آسکاریازیس در اسب های  ایجاد  اکوروم، عامل  پارآسكاریس  كرم 
می شود.  محسوب  جهان  در  شایع  آلودگی  یک  عنوان  به  و  جوان 
ایمنی  اسب هایی که سیستم  کره  بر  را  تاثیر سوء  بیشترین  آسکاریس ها 
آن ها هنوز نابالغ می باشد دارا هستند )12(. سطوح آلودگی متوسط تا 
شدید می تواند علایم شدید تنفسی و کم اشتهایی همراه با انتریت، انسداد 
روده و پریتونیت را ایجاد نماید )11(. برنامه های کنترل عفونت به این كرم 
مبتنی بر استفاده استراتژیک از ضد کرم ها می باشد. با این حال، مواردی از 
مقاومت به این دارو های شیمیایی دیده شده است )24(. استفاده بی رویه 
از دارو های ضد کرمی ترکیبی، باعث ایجاد جمعیت های مقاوم در گله ها 
می گردد )23(. برخی از مطالاعات حاکی از آن است که درمان و کنترل 
با  اکوروم  پارآسكاریس  به  آلوده  آیورمکتین در جمعیت های  با داروی 

شکست مواجه شده است )10(.
به  دارو  این  کرمی  ضد  پذیری  اثر  که  می دهد  نشان  شواهد  همچنین 
نسبت ارزیابی های گذشته روند نزولی داشته است )10(. علاوه بر این، 
هزینه محصولات شیمیایی، آلودگی محیط زیست و باقی مانده  های مواد 

غذایی محدودیت های بیشتری را در استفاده از آنها نشان می دهد )1(.
دارویی  ازگیاهان  استفاده  مورد  در  تحقیقات  سرآغاز  مشکلات،  این 
در   .)14  ،  2( است  شده  جهان  سطح  در  آن ها  کرمی  ضد  خواص  با 
به  می توان  کرمی  ضد  دارویی  خواص  با  گیاهی  گونه های  انواع  میان 
نعناع  نوعی  و   )27(  (Artemisia dracunculus) درمنه  نظیر   گونه هایی 

داده اند که  نیز نشان  اخیر  )4(. مطالعات  اشاره کرد   (Mentha villosa)
موثر  می توانند  انگلی  عفونت های  کنترل  منظور  به  تانن  حاوی  گیاهان 
حاوی  گیاهان  بودن  موثر  از  متعددی  گزاراشات  همچنین   .)29( باشند 
کاهش  منظور  به  آن ها  نماتودی  ضد  خاصیت های  و  تانن  موثره  ماده 
گزارش  آزمایشگاه  و  بدن  درون  محیط  در  نماتودی  انگل های  جمعیت 
شده است )19،8 ،17، 25، 21، 20(. این تحقیقات اکثرا با تاکید بر روی 
انگل های گوارشی، در نشخوارکنندگان آلوده به انگل انجام گردیده است 

و مطالعات کمی روی گونه های اسب سانان انجام شده است.
داروی  منظور  به  دانه  سیاه  گیاه  عصاره  اثربخشی  از  حاکی  مطالعات 
ضد نماتودی )3( و ضد شیستوزومایی دارد )22(. همچنین عصاره گیاه 
سیاه دانه بر علیه آلودگی به كرم Hymenolepis nana )9( و هیداتیدوز 
در موش موثر واقع گردیده است )5( اما تحقیقات بیشتری بر روی اثر 
ضدكرمی گیاه سیاه دانه انجام نشده است. با توجه به اهمیت داروهای 
منظور  به  حاضر  مطالعه  انگلی،  جمعیت های  کنترل  منظور  به  گیاهی 
اثربخشی ضد نماتودی عصاره سیاه دانه بر مرحله نوزادی کرم  ارزیابی 

پارآسكاریس اکوروم انجام می شود.

مواد و روش  کار
جمع آوری تخم انگل و هچ کردن آن ها

برای جمع آوری نمونه كرمی، از لاشه اسب سانانی که جهت تعیین علت 
آورده  دانشگاه شیراز  دامپزشكی  دانشكده  كالبدگشایی  به بخش  مرگ 

بررسی اثر ضدكرمی عصاره گیاه سیاه دانه  ...
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بررسی  و  حیوانات  لاشه  کردن  باز  از  پس  شد،  تهیه  نمونه  بودند  شده 
روده باریك اسب های آلوده، کرم های ماده پارآسكاریس که حاوی تخم 
بودند، جمع آوری گردیدند. سپس رحم كرم های ماده جدا گردیده و در 
سالین نرمال قرار داده شد. با ایجاد برش بر روی بافت رحم، تخم ها از 
داخل آن خارج گردیدند. به علت وجود بافت های زائد همراه تخم ها، 
محلول حاوی تخم كرم ابتدا از صافی با روزنه 300 میكرون عبور داده 
شده و سپس به سیلندرهای مدرج انتقال داده شد. در سیلندرها پس از 
رسوب تخم ها در كف، مایع رویی حاوی بافت های زائد باقیمانده خارج 
شد. این عمل با اضافه كردن سالین نرمال و خارج سازی مواد زائد تا حد 
امكان ادامه یافت. در انتها، تخم ها حداقل سه بار با آب مقطر شست 
شو شده و سپس در محلول دی کرومات پتاسیم 2.5 درصد )به عنوان 
ماده نگهدارنده با اثرات ضدمیكروبی( در درجه حرارت 28-25 درجه 
تا  انکوباتور قرار داده شد  با هوادهی مناسب، در دستگاه  سانتی گراد، 
نوزاد داخل تخم ها تشکیل شود. بررسی تخم های انگل تا زمانی که در 
بیش از 90 درصد از تخم های قابل رشد، نوزاد عفونی (L2) مشاهده شود 
به طور مکرر انجام پذیرفت و در نهایت محلول حاوی تخم های حاوی 

نوزاد به یخچال با دمای 4 درجه سانتی گراد انتقال یافتند.

آماده سازی عصاره گیاه سیاه دانه
دانه های گیاه سیاه دانه از مراكز محلی و معتبر فروش گیاهان دارویی 
)شهر شیراز( خریداری شد. در دستگاه آون با درجه حرارت 50 درجه 
سانتی گراد کاملا خشک شده و توسط یک خرد کن الکتریکی به صورت 
مکانیکی کاملا پودر گردیدند. برای تهیه عصاره متانولی از گیاه، 100 گرم 
از پودر خشک شده دانه های گیاه به 400 میلی لیتر متانول خالص اضافه 
شد و محلول بدست آمده به مدت یک ساعت با استفاده از یک همزن 
مغناطیسی استریل به آرامی هم زده تا کاملا مخلوط شوند. سپس محلول 
بدست آمده پس از آنكه به مدت 24 ساعت در دمای اتاق قرار گرفت 
دوباره به هم زده و پس از عبور از صافی پارچه ای و جمع آوری مواد 
 Whatman ) كاغذ  صافی  كاغذ  از  عصاره  حاوی  محلول  باقیمانده،  زائد 
شماره ی 1 با قدرت عبور ذرات كمتر از 11 میكرون، ساخت آمریكا( نیز 
تبخیر کننده  تبخیر در دستگاه  با  )متانول(  عبور داده شد. سپس حلال 
)روتاری( حذف شد. عصاره بدست آمده با استفاده از دستگاه لیوفیلایزر 
به پودر خشك تبدیل شده و در یک ظرف شیشه ای استریل در شرایط 
انجماد قرار داده شد. در زمان انجام مطالعه، شش غلظت 6.25، 12.5، 
25، 50، 100 و 200 میلی گرم بر میلی لیتر از عصاره در آب مقطر استریل 

تهیه و تا زمان انجام كار در دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری گردید.

اثر نوزادکشی عصاره گیاهی
درصد   6 سدیم  هیپوکلریت  از  استفاده  با  پارآسكاریس  كرم  تخم های 
و هچ  استخراج  قبلی  با روش  0.5 درصد مطابق  و سدیم هیدروکسید 
گردیدند )26(. با استفاده از قیف برمن، نوزادهایی که از لحاظ قابلیت 
تحرک و سطح انعطلاف پذیریشان در حد مطلوبی بودند جدا شده و سپس 
در درمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری گردیدند. قبل از شروع فرایند 
آزمایش، نوزادها 3 بار با محلول سالین نرمال شستشو و سانتریفیوژ شده 
آنکوباتور 37 درجه سانتی گراد  به مدت یک ساعت در داخل  و سپس 

و به مدت 15 دقیقه تحت منبع نور قرار گرفتند. به منظور بررسی اثر 
حاوی  نوزاد  محلول  از  میلی لیتر   30 غلظت،  هر  در  عصاره  نوزادکشی 
را به یک اسلاید شیشه ای دارای چاهک منتقل کرده  حداقل 30 نوزاد 
و پس از شمارش نوزادها، با همان مقدار عصاره گیاهی در غلظت های 
مختلف )به عنوان گروه درمان( و سالین نرمال )به عنوان گروه کنترل( 
همراه گردیدند. با استفاده از میکروسکوپ نوری )در بزرگ نمایی 40×( 
،50 و 60 دقیقه   40، از گذشت 10، 20، 30  میزان تحرک نوزادها پس 
پس از اضافه کردن عصاره ها در غلظت های مختلف مشاهده و بررسی 
شدند. سپس درصد نوزادهای زنده و مرده محاسبه گردید. لازم به ذکر 

است که تمام آزمایشات 3 بار تکرار شدند.

تحلیل آماری
آماری  آزمون  توسط  مختلف  غلظت های  در  عصاره  نوزادکشی  اثرات 
Repeated measures ANOVA و آزمون Tukey مورد بررسی قرار گرفت 
)P>0/05(. آنالیز ANOVA یک طرفه نیز برای مقایسه درصد زنده مانی 
بین گروه کنترل و گروه درمان در هر زمان به صورت مستقل انجام شد. 
 )EC50( علاوه بر این، غلظت موثر برای غیر فعال کردن %50 از نوزاد ها
با استفاده از روش Probit تعیین شد. تمام تجزیه و تحلیل ها با استفاده از 

.)2012 ,16 SPSS Inc, Release( انجام شد SPSS نرم افزار

نتایج
دارای  دانه  سیاه  گیاه  عصاره  مختلف  غلظت های  که  داد  نشان  نتایج 
اثرات ضد نماتودی بر روی مرحله نوزادی پارآسكاریس اکوروم می باشد 
)P>0/001( )شکل 2 و 3(. هرچند این عصاره در غلظت 6.25 میلی گرم 
بر میلی لیتر اثرات قابل توجهی بر نوزادها نشان نداد اما تحلیل آماری 
حاكی است كه بین دو عامل غلظت عصاره )و اثر آن بر نوزاد كرم( و 

  .)P>0/001( زمان ارتباط معناداری وجود دارد
اگرچه در مقایسه با گروه کنترل، استفاده از عصاره سیاه دانه در غلظت 
کشی  نوزاد  اثرات  یكساعت  زمان  طی  در  میلی لیتر  بر  میلی گرم   6.25
استفاده  بالاتر،  غلظت های  در  اما  ) شکل2(  نداد  نشان  را  داری  معنی 
از عصاره سیاه دانه تاثیر كشندگی بالایی را بر روی نوزاد کرم ها ایجاد 
كرد به گونه ای كه این تاثیر در همان ده دقیقه ابتدایی آزمایش مشهود 
بود )شکل2(. علاوه بر این، در غلظت های 50، 100 و 200 میلی گرم بر 
میلی لیتر، تمامی نوزادهای زنده، به ترتیب، در مدت 40، 20 و 10 دقیقه 
پس از قرارگیری در معرض عصاره به حالت غیرفعال درآمدند )شکل 3(. 
مقدار LC50 عصاره سیاه دانه 13.7 میلی گرم بر میلی لیتر بدست آمد. 
در این غلظت نیز اثرات ضد نماتودی معنی داری بر روی زنده مانی نوزاد 

كرم دیده شد )شکل 3(.

بحث
می توانند  گیاهی  منشا  با  ضدكرمی  مواد  که  داده اند  نشان  مطالعات 
تاثیرات كنترلی را بر علیه آلودگی های كرمی حیوانات داشته باشند )21(. 
البته باید گفت كه نتایج منتشر شده در قبل نشان دهنده وجود اعداد و 
ارقام مختلفی برای میزان اثربخشی هر عصاره گیاهی بوده است.در هر 
حال استفاده از این مواد معمولا رایج است زیرا به طور کلی ارزان و 
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شکل 1- مراحل مختلف تکاملی و هچ شدن تخم کرم پارآسکاریس اکوروم در شرایط آزمایشگاهی؛ )A( تخم های حاوی توده جنینی. در برخی از تخم ها تقسیم و تکامل جنین اولیه نیز دیده 

می شود؛ )B( تخم حاوی نوزاد رشد یافته )L2( در شرایط آزمایشگاهی در داخل تخم؛ )C( نوزاد هچ شده از داخل تخم.

دوستدار محیط زیست بوده و برای حیوانات و انسان ها ایمن می باشند 
.)18(

در مطالعه حاضر اثر نوزادکشی عصاره متانولی سیاه دانه در غلظت های 
در  دانه  سیاه  عصاره  اساس  این  بر  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  مختلف 
بر  معنی داری  به طور  میلی لیتر  بر  میلی گرم   6.25 از  بالاتر  غلظت های 
از  اثرات  این  و  شده  واقع  موثر  اکوروم  پارآسكاریس  كرم  نوزاد  روی 
غلظت  افزایش  بین  این،  بر  علاوه  بود.  مشاهده  قابل  آزمایش  ابتدای 
عصاره و میزان مرگ و میر نوزاد این كرم همبستگی معنی داری مشاهده 
می شود. بنابراین می توان پیشنهاد کرد که استفاده از عصاره گیاه سیاه 
اسب  درمان  منظور  به  طبیعی  کرم  ضد  یک  عنوان  به  می تواند  دانه 
سانان استفاده گردد. اگر چه مطالعات دقیق تر به منظور تعیین فعالیت 

محافظتی این عصاره در برابر عفونت های کرمی در میزبان های مختلف 
باید انجام شود. فعالیت ضد کرمی عصاره سیاه دانه در برابر نماتودهای 
آزمایشگاهی  داخل  و  بدنی  داخل  محیط های  در  گوسفندان  گوارشی 
سیاه  الکلی  و  آبی  عصاره  از  استفاده  است.  گرفته  قرار  بررسی  مورد 
دانه باعث کاهش حرکات خودبه خودی و فعالیت های عصبی-عضلانی 
در کرم Setaria cervi می گردد. غلظت 560 میکروگرم بر میلی لیتر این 
در  برگشت  قابل  غیر  فلجی  به  منجر  دقیقه   90 زمان  در مدت  عصاره 
آزمایشگاهی  داخل  مطالعات  همچنین   .)28( می شود  انگلی  کرم  این 
بر روی عصاره های آبی و اتانولی سیاه دانه نشان داده که این عصاره 
درغلظت های 3.12، 6.3، 12.5 و 25 میلی گرم بر میلی لیتر اثر تخم کشی 
مناسبی در نماتودهای گوارشی دارد )6(. به طور مشابه، درمان های داخل 
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شكل 2- اثر غلظت های مختلف عصاره متانولی گیاه سیاه دانه )6.25، 12.5 و 25 میلی گرم بر میلی لیتر( بر زنده مانی نوزاد عفونی كرم پارآسكاریس 

اكوروم.

اتانولی  یا  با دوز 200 میلی گرم بر کیلوگرم از عصاره های آبی و  بدنی 
سیاه دانه منجر به کاهش شدید دفع تخم كرم های گوارشی گوسفند از 
روز 14 پس از درمان گردیده است )6(. در مطالعه دیگری تاثیر روغن 
سیاه دانه بر روی کوتیکل کرم توکسوکارا ویتولوروم در گاو به صورت 
داخل آزمایشگاهی و با استفاده از میکروسکوپ الکترونی بررسی گردید. 
بر  دانه در غلظت 0.5 میلی گرم  این مطالعه نشان داد که روغن سیاه 
میلی لیتر اثرات ناچیزی بر روی کوتیکل کرم دارد. در غلظت 1 میلی گرم 
بر میلی لیتر، این روغن موجب ایجاد تغییر شکل بر روی پوست ناحیه 
این در حالی است که در  پاپیلی های حسی کرم داشته است.  لب ها و 
و  کرم  بدن  کوتیکل  روی  بر  توجهی  قابل  تخریبی  اثرات   ،1.5 غلظت 
همچنین سیستم عضلانی آن داشته است )30(. علاوه براین آنکوبه شدن 
کرم بالغ توکسوکارا ویتولوروم با روغن سیاه دانه با غلظت 0.5 میلی گرم 

به مدت 24 ساعت می تواند موجب غیرفعال شدن آنها می شود )30(. 
در  دانه  سیاه  مختلف  عصاره های  تاثیر  عمدتا  شده  ذکر  تحقیقات  در 
غلظت های اندک بر روی مراحل بالغ کرم ها نشان داده شده است اما 
نبوده  توجه  مورد  گرد  کرم های  نوزادی  مرحله  بروی  گیاه  این  تاثیر 
است حال آنکه مرحله نوزادی در بسیاری اوقات از بیماری زایی بالاتری 
که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  قبل،  تحقیقات  تایید  در  است.  برخوردار 

عصاره سیاه دانه تاثیر قابل توجهی بر روی نوزاد کرم گرد پارآسکاریس 
دارد.

مشکلاتی  بروز  باعث  کرمی  عفونت های  در  دارویی  مقاومت  ظهور 
با  گیاهی  تركیبات  از  استفاده  به  میل  رو  این  از  که  می شود  متعددی 
خاصیت ضدكرمی در بین محققان روز به روز در حال افزایش می باشد 
نماتودهای  روی  بر  آزمایشگاهی  مطالعات  اکثر  گذشته  در   .)13(
نشخوارکنندگانی که دارای مرحله آزاد زی هستند، تمرکز داشت. از این 
اشاره  کونتورتوس  همونکوس  كرم  نوزاد  به  می توان  انگلی  نماتود های 
کرد )7(. برای مثال، طی تحقیقی بر روی خواص ضد انگلی چهار عصاره 
الکلی )از خانواده گیاهان گرمسیری( مشخص گردیده که این عصاره ها 
تاثیرات داخل آزمایشگاهی منفی بر روی تخم، نوزادان عفونی و کرم 
بالغ همونکوس کونتورتوس دارند )16(. این مطالعه همراه با تحقیقات 
ضد  طبیعی  و  گیاهی  محصولات  از  استفاده  که  می دهد  نشان  مشابه 
کرمی به عنوان یک روش جایگزین جدید به منظور کنترل عفونت های 
می باشند  گسترش  حال  در  جهان  سراسر  در  نشخوارکنندگان  در  کرمی 

 .)18(
پیشگیری  منظور  به  گیاهی  داروهای  کاربرد  شده،  ذكر  موارد  علیرغم 
از عفونت های کرمی در اسب سانان به خوبی مورد توجه قرار نگرفته 
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شكل 3- اثر غلظت های مختلف عصاره متانولی گیاه سیاه دانه )50، 100،200 و 13.7 میلی گرم بر میلی لیتر( بر زنده مانی نوزاد كرم پارآسكاریس اكوروم.

 Mentha pulegium و   Artemisia dracunculus گیاهان  عصاره  است. 
شیرازی  آویشن  همچنین  و  بالاتر(  و  میلی لیتر  بر  گرم  میلی   50  )در 
اثرات  بالاتر(  و  میلی لیتر  بر  میلی گرم   100 )در   (Zataria multiflora)
 .)27( دارد  آزمایشگاه  در  پارآسكاریس  كرم  نوزادهای  روی  بر  مهلکی 
فلفل  گیاه  سه  الكلی  عصاره  روی  که  آزمایشی  در  این،  بر   علاوه 
(Capsicum annuum)، دارچین (Cinnamomum zeylanicum) و گل انار 
(Punica granatum) انجام شد مشخص گردید که عصاره متانولی گل انار 
اثرپذیری و آسیب رسانی مناسبی بر روی نوزاد پارآسكاریس اکوروم دارد. 
با این حال، C. annuum بیشتر از سایر عصاره ها مورد توجه قرار گرفت 
زیرا به نسبت سایر عصاره ها در زمان کمتری )ده دقیقه آغاز آزمایش(، 
بیشترین اثر پذیری خود را بر روی نوزاد های انگلی در آزمایشگاه نشان 
داد )27(. با وجود این، نتایج مطالعه حاضر نشان دادكه عصاره گیاه سیاه 
دانه نسبت به سایر عصاره ها اثرپذیری بسیار بالایی را بر روی نوزادان 
این كرم نماتودی دارد و می تواند به عنوان یك ضدكرم بالقوه مطرح شود. 

نتیجه گیری كلی
در نهایت، آزمایش حاضر ثابت نمود که عصاره متانولی سیاه دانه دارای 
خواص ضد کرمی بسیار خوبی بخصوص برای انگل پارآسكاریس اکوروم 
کاهش  منظور  به  کنترلی  استراتژی های  در  می توان  بنابراین  و  می باشد 
جمعیت انگل ها از این عصاره استفاده نمود. با این حال مطالعات بیشتری 

برای شناسایی بهتر اثرات این گیاه دارویی لازم و ضروری می باشد.
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