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تشخیص و تعیین کمیت دقیق حضور ژنهاي خارجی در گیاهان 

تراریخته ژنتیکی داراي اهمیت زیادي براي اطمینان از اثربخشی 

روش انتقال ژن و همچنین تعیین تراریخته بودن گیاه مورد نظر 

دارد. به این منظور در این تحقیق از یک نانوزیست حسگر مبتنی بر 

ژن خارجی استفاده گردید. ژن  پروموتر تشخیص فلورسانس براي

تعیین  35S CaMVپروموتر مورد بررسی بخش غنی از گوانین 

فلوروفور متیلن بلو مورد استفاده  گردید تا برهمکنش مناسبی با

داشته باشد. ابتدا نانوذرات مغناطیسی با پوشش طلا مورد استفاده 

جداسازي  قرار گرفت تا از خصوصیات مغناطیسی آنها براي

ي مورد بررسی و از لایه طلاي اطراف آنها براي اتصال تک ها ژن

هاي  استفاده گردد. با اضافه نمودن تک رشته DNAپروب رشته 

با پروب مورد استفاده نانوزیست حسگر قابلیت  هدف مکمل

را با  2/2×10- 9تا  3×10- 7شناسایی ژن مورد بررسی در محدوده  

          و حد تشخیص آن معادل افزایش غلظت پروب نشان داد
تعیین گردید. با توجه به حد تشخیص مطلوب  2/1×10- 10

نانوزیست حسگر مورد استفاده در این تحقیق می توان از آن براي 

 ي گیاهی مورد آزمایشها بررسی تراریخته بودن گیاهان و بافت

منظور اطمینان از موفق بودن فرایند انتقال ژن و همچنین تمایز  به

  گیاه مورد نظر از گیاهان دستکاري نشده ژنتیکی استفاده نمود.

  

گیاهان تراریخته، تشخیص نانوزیست حسگر،  هاي کلیدي: واژه

  .فلورسانسپروموتر، 

  
 

Detection of foreign genes in genetically modified 
(GM) plants is very important for proving the 
effectiveness of genetic engineering procedure 
and determination of GM plants. In the present 
study a very sensitive and convenient 
fluorescence nanobiosensor for rapid detection of 
GM crops based on Fe3O4/Au core/shell 
nanoparticles was developed. Specific site of 35S 
CaMV, a well studied gene promoter in plant 
genetic engineering was used as the DNA 
sequence target. The core/shell Fe3O4/Au 
magnetic nanoparticles were synthesized to utilize 
their magnetic properties and improve their DNA 
functionalization. Fe@Au nanoparticles were 
functionalized by bounding of single stranded 
DNA (ssDNA) probe through sulfhydryl group at 
5�  phosphate end. Then complementary target 
ssDNA were hybridized with immobilized ssDNA 
probe.  Methylene blue was selected as a 
fluorescence probe. It was shown that methylene 
blue had significant interaction with hybridized 
DNA. Upon the addition of the target ssDNA, 
fluorescence intensity decreased in linear range 
by concentration of ssDNA from 3×10-7 to 
2.2×10-9 M with detection limit of 1.2×10-10 M. 
The nanobiosensor enabled us to detect the 
transgenic crops through convenient and reliable 
simple method. 
 
Keywords: Nanobiosensor, Detection of 
transgenic crops, Promoter, Fluorescence  
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  مقدمه

شرفت در زمینه مهندسی ژنتیک هاي اخیر پی در سال

نوترکیب، باعث تولید موجودات  DNAوري او فن

تغییر یافته ژنتیکی واجد یک یا چند خصوصیت بهبود 

اند. گیاهان زراعی یکی از اهداف مهم در  یافته شده

اند. با معرفی کردن یک  این تغییرات اعمال شده بوده

یاه هدف، پروتئین مربوط به ژن جدید به ژنوم یک گ

آن بیان شده و خصوصیات مربوط به آن در میزبان 

شود. این خصوصیات باعث بهبود کمی یا  آشکار می

گردد. آزمایش براي تعیین  کیفی در گیاه مورد نظر می

تراریخته بودن یک گیاه اطمینان در خصوص موثر 

آورد. همچنین  بودن روش انتقال ژن را فراهم می

تعداد محصولات تراریخته در بسیاري از  افزایش

کشورها منجر به وضع قوانینی در خصوص لزوم 

تمایز این گیاهان با گیاهان معمولی شده است. لذا 

هاي تشخیص  توجه زیادي به ابداع و توسعه روش

قابل اعتماد و سریع به این منظور شده است 

)Ericson, 2000; Huang et al., 2015; Holst-

Jensen et al., 2012( که پروموتر  . از آنجایی

35S  ازCaMV  و خاتمه دهندهNOS  از پلاسمید

باکتري اگروباکتریوم مهمترین عناصر شناسایی اکثر 

هاي  باشند در روش کاري شده می گیاهان دست

عنوان شاخص ارزیابی  به ها این توالیشناسایی از 

اي پلیمراز روش  استفاده می شود. واکنش زنجیره

مورد نظر  DNAسوم و متداول براي تشخیص مر

باشد. اما نظر به  بوسیله پرایمرهاي تخصصی آن می

تلاش براي یافتن  ،هاي این روش برخی محدودیت

هاي جایگزین و مستقیم براي تشخیص داراي  راه

اهمیت زیادي می باشد. از مهمترین و پرکاربردترین 

هاي  زیست حسگرهایی که براي شناسایی واکنش

ستی استفاده شده است زیست حسگرهاي مبتنی بر زی

هاي  باشند. یکی از پروب خاصیت فلورسانس می

پروب  DNAبسیار مورد استفاده براي بررسی در 

باشد که یکی از اعضاي خانواده  متیلن بلو می

اي  تک رشته DNAتواند به  باشد و می فنوتیازین می

ش متصل شود اما اختصاصا با بازهاي گوانین واکن

اي پروب با  تک رشته DNAدهد. هنگامی که  می

دلیل عدم  دهد به کنش میهدف وا DNAتک رشته 

جدیدي از اتصال آن  ساختاربلو با آنها  دسترسی متیلن

یل حضور آن شدت دل به شود که ایجاد می DNAبا 

 ;Rohs et al., 2000یابد ( فلورسانس کاهش می

Yang et al., 2002.( لاي دلیل حساسیت با به

نس و برهمکنش موثر و هاي مبتنی بر فلورسا روش

اساس روش تشخیص  DNAگیري آنها با  قابل اندازه

تغییرات ما در این مطالعه زیست حسگر مبتنی بر 

بلو بود تا حضور بخشی از  فلورسانس فلوروفور متیلن

  بررسی گردد. 35S  CaMV ژن پروموتر

صی، استفاده از نانوذرات براي کاربردهاي تشخی 

پزشکی و  ،بیولوژي ،بسیار مورد توجه علوم شیمی

دلیل  به علوم مواد قرار گرفته است که این

باشد  نوري و دمایی آنها می ،خصوصیات الکترونیکی

)Paulose et al., 2003(. اي نیز به  توجه ویژه

نانوذرات طلا شده است زیرا داراي نسبت سطح به 

بیت حجم بالا و شیمی سطح مناسبی براي تث

 Castanedaباشند ( نوکلئوتیدها می شده اولیگو کنترل

et al., 2007انوذرات مغناطیسی ن  ،). از طرف دیگر

حسگرهاي  ترین ابزار براي زیست یکی از امیدبخش

مغناطیسی را  ذراتباشند . نانو می DNAپروتئینی و 

ربا از فاز  توان به آسانی و با استفاده از یک آهن می

ربا آنها  و بلافاصله بعد از برداشتن آهنمایع جدا نمود 

را مجددا در محیط پراکنده کرد. این خصوصیت 

پذیر  امکان امکان هدایت فرایند تغییر و هیبرید شدن را

ها در سطح  نموده و از جذب غیراختصاصی بیومولکول

 Loaizaکند ( جلوگیري می حسگر تشخیص زیست

et al., 2008داسازي ). غیر از سهولت دستکاري و ج

، نانوذرات مغناطیسی هاي متصل شده بیومولکول
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مزیت دیگري نیز دارند که نسبت سطح بالاي آنها 

به آنها اجازه می دهد که تعداد زیادي  است که

بیومولکول را روي آنها تثبیت نمود که در نهایت 

د شو جر به افزایش در سیگنال تشخیص میمن

)Palecek et al., 2007نویی مورد ). لذا سامانه نا

استفاده نیز تلفیقی از هر دو نانوذره فوق بود تا از 

خصوصیات مطلوب هر دو بهره گرفته شود. نانوذرات 

تک  DNAاکسید فلزي با پوشش طلا سنتز گردید و 

 35S اي مربوط به بخشی از پروموتر ژن رشته

CaMV  روي آن تثبیت گردید تا تک رشته مکمل

  ناسایی نماید.خود را از طریق هیبریداسیون ش

 

  ها مواد و روش

  سنتز نانوذرات اکسید آهن 

از روش هم رسوبی  Fe3O4به منظور سنتز نانوذرات 

Kang ) سري تغییرات  ) با یک1996و همکاران

گرم  FeCl3.6H2O، 2گرم  2/5استفاده شد. ابتدا 

FeCl2.4H2O  لیتر از  میلی 85/0وHCl )mol/l12 (

گاز زدایی شده با آرگون لیتر آب دیونیزه ( میلی 25در 

قبل از استفاده) حل شد. محلول بدست آمده با شدت 

هاي  دقیق هم زده شد تا نمک 15حداقل  مدت به و

وق کامل حل شوند. سپس محلول ف صورت بهموجود 

 250  به درجه 80با حفظ دماي صورت قطره قطره  هب

در  . محلولاضافه شد NaOH / M 5/1 لیتر میلی

اي و  رنگ قهوه رد کمرنگ و در ادامه بهزرنگ  به ابتدا

دست آمده  به Fe3O4سیاه تغییر یافت. نانوذرات  نهایتاً

وسیله میدان مغناطیسی از محلول جداسازي شده و  به

مرتبه شستشو داده  3میلی لیتر آب دیونیزه  200در 

  میلی لیتر آب دیونیزه حل شدند. 100شد و سپس در 

  

  ا پوشش طلاسنتز نانوذرات اکسید آهن ب

 روي سطح Auهاي  وسیله احیاي یون پوشش طلا به

Fe3O4  با استفاده از روش جوشش سیترات تغییر

لیتر از  میلی Zhao et al., 2008( .5یافته  انجام شد(

با  NH2OH.HCLلیتر  میلی 5/1و  Fe3O4نانوذرات 

مولار رقیق شده و  TMAOH 015/0لیتر  میلی 100

جه گرما داده شدند. رد 80در یک ظرف تا دماي 

لیتر سیترات سدیم به محلول اضافه  میلی 100سپس 

 -OHزده شد تا   هم بهدقیقه  30مدت  به گردید و

جایگزین شوند و در هاي سیترات  جذب شده با یون

% به محض HAuCl4 1/0لیتر  میلی 40نهایت 

قطره قطره و  صورت بهرسیدن محلول به نقطه جوش 

ز آرگون اضافه گردید. زدن شدید و تحت گا هم

که سرد  مدت یک ساعت دیگر در حالی به مخلوط

درجه  80شد همزده شد. طی کل فرایند دما در  می

حفظ شد و گاز آرگون براي جلوگیري از گراد  سانتی

ردید. رنگ محلول از سیاه دخالت اکسیژن استفاده گ

دلیل  به اي متمایل به قرمز تبدیل شد که به قهوه

  انوذرات داراي پوشش طلا بود.خصوصیت رنگ ن

  

  مورد استفاده DNAهاي  توالی

بلو با بازهاي  به دلیل واکنش اختصاصی متیلن

که  CaMVگوانین، بخشی از تک رشته پروموتر 

 عنوان پروب انتخاب گردید. به غنی از گوانین بود

منظور اطمینان از اتصال تک رشته پروب به  به

 صورت بهآن  5ي َنانوذرات داراي پوشش طلا، انتها

تیول دار سفارش داده شد. همچنین تک رشته هدف 

رشته واجد یک نوکلئوتید با توالی مکمل پروب و تک 

  نیز تهیه گردید.و توالی غیر مکمل  غیر مکمل
Probe: 5-SH-(CH2)6-
CGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTC-3 
Target: 5-
GACCCCCACCCACGAGGAGCATCG-3 
Mismatch: 5-
GACCCCAACCCACGAGGAGCATCG-3 
Uncomplementary: 5-
GGTACCAGGGACACGCACCAGCGA-3 

  

  پروب DNAاتصال نانوذرات به 
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نانوذرات داراي پوشش طلا با پروب وش اتصال ر

بر اساس  5دار در انتهاي َ تیول DNAاي  تک رشته

) با بعضی 2011و همکاران ( Zhangپروتوکل 

اي پوشش لیتر نانوذرات دار میلی 1تغییرات انجام شد. 

طلا به یک میکروتیوب منتقل شدند و سپس در یک 

) = 4/7pH(مولار  Tris-HCl 01/0 لیتر محلولمیلی

ا ب DNAمیکرولیتر پروب  20سوسپانسیون شدند. 

لیتر نانوذره  میکرومولار به یک میلی 100 غلظت

ساعت در دماي  16مدت  به اضافه گردید و محلول

را شدن پروب گ درجه قرار گرفت. پس از عمل 30

DNA  متصل نشده با استفاده از جداسازي

ذرات جدا شده مغناطیسی حذف گردید. پس از آن نانو

  Tris-HCLلیتر محلول  میلی 5مغناطیسی در 

)4/7pH = (.پراکنده شدند  

  

  

 هیبریداسیون و تشخیص فلورسانس

 37هیبریداسیون از طریق همزدن آرام در دماي 

هاي مختلف از  غلظت گراد انجام شد. درجه سانتی

DNA  هدف پروموترCaMV  میکرولیتر  300به

گرا شده با پروب در  سوسپانسیون نانوذرات عمل

Tris-HCl 01/0  مولار وNaCl 2/0  مولار اضافه

ساعت همراه با  2مدت  به شد و مخلوط حاصله

طور کامل مخلوط شوند.  تا به همزدن آرام انکوبه شد

انوذرات مجددا پراکنده ، نDNAبعد از هیبریداسیون 

مولار) دو مرتبه  Tris-HCl )01/0شدند و با آب و 

حذف شوند. شسته شدند تا الیگونوکلئوتیدها آزاد 

اضافه  1×10-6بلو با غلظت میکرولیتر متیلن 5سپس 

دقیقه انکوبه شد. در نهایت  20مدت  به گردید و

طول  در DNAتشخیص فلورسانس هیبریداسیون 

نانومتر  700و  630ترتیب  به نشر هاي تهییج و موج

  انجام شد.

  

  نتایج و بحث

 Fe3O4تعیین خصوصیات نانوذرات 

 Fe3O4احیاي پوشش طلا روي نانوذرات مغناطیسی 

باعث شد رنگ سیاه محلول حاوي نانوذرات تبدیل به 

). این تغییر 1متمایل به قرمز شود (شکل اي  قهوه

ح نانوذرات حضور لایه سطحی طلا روي سط

این  SPRکرد و اینکه  غناطیسی را اثبات میم

نانوذرات باعث تاثیر در خصوصیات قابل مشاهده 

  نانوذرات گشته است.

  

به منظور اطمینان از اینکه نانوذرات مغناطیسی 

بعد از احیاي لایه طلا روي آنها همچنان خصوصیات 

اند با قرار دادن آهن ربا  مغناطیسی خود را حفظ نموده

ن مغناطیسی اقدام به جداسازي نانوذرات و ایجاد میدا

از محلول حاوي آنها نمودیم. همانگونه که در شکل 

شود، بعد از القاي میدان مغناطیسی  دیده می 1

ا شده و محلول صورت کامل جذب آهن رب به نانوذرات

  شود. باقیمانده شفاف می

  

  

 
تشکیل شده و خاصیت  Fe3O4@Auنانوذرات  .1 شکل

  مغناطیسی آنها

  

  

 آنالیز نانوذرات با میکروسکوپ الکترونی روبشی

اندازه و شکل نانوذرات بوسیله تصاویر میکروسکوپ 

قبل از احیاي پوشش طلا  SEMالکترونی روبشی 
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) و بعد از تشکیل پوشش طلا تهیه شد a2-(شکل 

داد نانو  ). تصاویر بدست آمده نشان میb2- (شکل

انگین قطر ذرات داراي شکل تقریبا کروي بوده و می

و  Fe3O4ترتیب براي  به نانومتر 30و  25حدود 

Fe@Au توانست نه تنها داشتند. افزایش در قطر می 

علت تجمع نانوذرات  به دلیل پوشش طلا بلکه به

Fe3O4  داراي پوشش توسط یک لایه طلا مشترك

  باشد. 

  

  

 
  و  Fe3O4نانوذرات ) aمربوط به  SEMآنالیز  .2شکل 

(b  نانوذراتFe3O4 داراي پوشش طلا  
هیبریداسیون نانوزیست حسگر با تک رشته هدف 

  پروموتر

 DNAهاي  تک رشته براي تعیین اثر هیبریداسیون

و مدت زمان انکوباسیون  هدف تحت شرایط بهینه

شدت نشر  بلو قرار گرفتند و دقیقه با متیلن 20

فلورسانس محلول واکنش پس از اضافه نمودن 

). 3تعیین شد (شکل   DNAهاي مختلف  غلظت

نانومتر و طول موج نشر  630طول موج تهییج برابر 

توان به وضوح  می نانومتر تعیین شد. 700برابر با 

صورت تدریجی  به مشاهده نمود که شدت فلورسانس

 3×10- 7 يها با افزایش غلظت توالی مکمل در غلظت

دار در نشر  منجر به خاموشی معنی 2/2×10-9تا 

. کاهش شدت فلورسانس براي فلورسانس گردید

با معادله رگرسیون  DNAهاي  غلظت

C1015
×85/11+227ΔF=  واحدC ،M باشد،  می

و حد  998/0نمودار خطی  Rضریب رگرسیون 

  مولار بود. 2/1×10-10تشخیص
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  هدف روي نشر فلورسانس متیلن بلو DNAتاثیر غلظت مختلف  .3شکل 

  

  مختلفبهینه سازي نانوزیست حسگر در شرایط 

ات شرایط مختلف روي نتایج به منظور مطالعه اثر

و زمان  pHگیري، پارامترهاي مختلف شامل  اندازه

کند  بیان می 4هیبریداسیون محاسبه گردید. شکل 

شدت فلورسانس  5/7تا  6از  pHکه با افزایش در 

شود  8بیشتر از  pHیابد و وقتی  افزایش می متیلن بلو

یابد. در  دریج کاهش میشرایط بازي برسد بت و به

منظور بررسی تاثیر زمان  به ادامه آزمایش دیگري

انکوباسیون روي نتایج بدست آمده انجام شد. شکل 

دهد که زمان انکوبه شدن براي  نشان می 5

هیبریداسیون اثر قابل توجهی روي شدت فلورسانس 

نحوي که با افزایش زمان انکوباسیون  به بلو دارد متیلن

یابد. لذا بر اساس  ه، فلورسانس افزایش میدقیق 30به 

اي تعیین شد که  دست آمده پارامترها به گونه به نتایج

pH  دقیقه  20مدت  به و زمان هیبریداسیون 5/7در

  هاي مورد آزمایش تعیین گردید. براي تمامی محلول

  

  
 مختلف روي نشر متیلن بلو pHاثر  .4شکل 

 

  
 نشر متیلن بلو اثر زمان انکوباسیون روي. 5شکل 

  

  DNAاختصاصیت و انتخاب پذیري تشخیص 

پذیري  منظور ارزیابی اختصاصیت و انتخاببه
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 DNAنانوزیست حسگر، نانوذرات عملگرا شده با 

) توالی الفهاي مختلف شامل  پروب، با توالی

) ج) توالی داراي تفاوت تک بازي و ب ،مکمل غیر

گردید  هیبرید 1×10-9توالی مکمل در غلظت مشابه 

هاي  و نتایج از طریق ارزیابی تغییرات شدت طیف

هاي مختلف و  فلورسانس بر اساس حضور توالی

) مقایسه گردید. می توان مشاهده 6متیلن بلو (شکل 

نشر فلورسانس در حالتی که تک  نمود که شدت

غیر هیبرید قرار  صورت بههاي پروب و هدف  رشته

). پس از 6- 3ل دارند در بیشترین مقدار می باشد (شک

اضافه نمودن تک رشته داراي یک باز اختلاف 

هیبریداسیون جزئی مطابق انتظار باعث کاهش نشر 

یداسیون کامل ) و هیبر6- 2س گردید (شکل فلورسان

پس از اضافه شدن تک رشته مکمل به کمترین 

دست آمده  به نتایج ).6-1میزان نشر رسید (شکل 

در ست حسگر نشان داد که انتخاب پذیري نانوزی

بسیار بالاست و شرایط مورد بررسی در این تحقیق 

توانند دخالتی  بیان نمود که اهداف غیر تخصصی نمی

   در سیستم تشخیص داشته باشند.

  

  
 ،)3هاي مختلف غیر مکمل ( آزمایش اختصاصیت توالی .6شکل 

  ) روي نشر فلورسانس1) و کاملا مکمل (2با یک باز مختلف (

  
  حقیقیآزمایش نمونه 

منظور بررسی کارایی نانوزیست حسگر در مورد به

هاي حقیقی، گیاه گوجه فرنگی تراریخته که  نمونه

ورزي ژنتیکی  دست CaMVبوسیله ناقل واجد پروموتر 

گردیده بود مورد آزمایش قرار گرفت. بدین منظور گیاه 

عنوان کنترل منفی  گوجه فرنگی اولیه و غیر تراریخت به

عنوان کنترل مثبت در شرایط یکسان  به و گیه تراریخته

درصد  80بررسی گردید. نتایج بدست آمده بازیابی حدود 

با نتایج آزمایشگاهی ذکر شده را نشان داد که 

دهنده کارایی نانوزیست حسگر بوده و امکان  نشان

  استفاده از آن را در مطالعات بعدي فراهم می کند. 

  نتایج و بحث

اریخته بودن گیاهان و یا به منظور بررسی دقیق تر

هاي گیاهی مورد آزمایش نانوزیست حسگر  بافت

جدید مبتنی بر فلورسانس طراحی گردید. ابتدا 

نانوذرات اکسید فلزي داراي خاصیت مغناطیسی سنتز 

گردید. در ادامه پوشش طلا روي سطح نانوذرات احیا 

گردید تا امکان اتصال تک رشته پروب داراي انتهاي 

مورد بررسی  DNAبه آن فراهم شود.  سولفیدریل

انتخاب گردید که  CaMV 35S بخشی از پروموتر

باشد. سپس پروموتر معمول در فرایند انتقال ژن می

هاي مختلف براي  قطعات مکمل هدف در غلظت

غلظت ثابت  واکنش با نانوزیست حسگر در حضور

بلو اضافه گردید. با افزایش میزان غلظت  متیلن

DNA فلورسانس روند کاهشی نشان داد.  هدف، نشر

تا  3×10-7غلظت ژن هدف مورد بررسی در محدوده 
 2/1×10-10خطی بوده و حد تشخیص  2/2×9-10

توان این گونه بیان  این پدیده را می تعیین گردید.

محلول حاوي  بلو به نمود که با اضافه نمودن متیلن

DNA صورت  اي این فلوروفور به تک رشته

دتاً به بازهاي گوانین موجود در تک اختصاصی و عم

شود. پس از انجام هیبریداسیون  رشته متصل می

اتصال بین بازهاي فوق با فلوروفور تغییر کرده و 

بلو مثل کاهش  باعث القاي تغییراتی در ساختار متیلن

گردد، که این پدیده منجر به  انعطاف پذیري می

با توجه به کاهش خطی  کاهش نشر می شود.
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 DNAهاي مختلف  انس و ارتباط آن با غلظتفلورس

توان به کاربرد این نانوزیست حسگر نه تنها براي  می

تعیین تراریخته بودن گیاه مورد بررسی بلکه براي 

هاي مورد نظر اطمینان حاصل  تعیین کمیت نسبی ژن

با مقایسه نتایج بدست آمده با مطالعات انجام نمود. 

اریخت از طریق شده قبلی براي تشخیص گیاهان تر

 (et al., 2006, Qiu et al., 2013زیست حسگر 

(Calogiann  نانوزیست حسگر ارائه شده در این

تحقیق نه تنها داراي حد تشخیص بهتري بوده بلکه 

براي تکثیر قطعات ژنی مورد  PCRنیاز به انجام 

بررسی و همچنین استفاده از ساختارهاي پیچیده 

بر این، نانوزیست  ندارد. علاوه DNAچهار وجهی 

 DNAحسگر معرفی شده امکان جداسازي قطعات 

 DNAهاي  اي هدف، از میان انبوه رشته تک رشته

دلیل خاصیت مغناطیسی نانوذرات را  مورد آزمایش به

کند و همچنین مزایاي هزینه بسیار کم و  فراهم می

     جویی در زمان را نیز دارد.  صرفه

  

  اريزسپاسگ

ت مالی تحقیق انجام ور براي حمایاز دانشگاه پیام ن

  .رددگتشکر و قدردانی می، شده
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