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Abstract 
Background and Objectives: Researches have shown that progesterone 

influences the viability of breast cancer cells. The purpose of this study 

was to investigate the effect of progesterone on the viability of MCF-7 

cell line and evaluation of Expression level of P53, Bax, and Bcl-2 

Genes. 
 

Methods: In this laboratory-experimental study, MCF-7 cells were 

purchased from Pasture institute and divided into control group and the 

group received progesterone in the concentrations of 0.001, 0.01, 0.1, 

1, and 10mg/mL. The viability of the cells was assessed using MTT 

assay. The relative expression level of P53, Bax, and Bcl-2 genes was 

investigated by Real Time PCR technique. Data analysis was 

performed using one-way ANOVA and independent samples t-test. 
 

Results: Exposure to 10mg/ml of progesterone resulted in decreased 

viability of MCF-7 cells compared to the control group (p<0.001). 

However, exposure to 0.001, 0.01, 0.1, and 1mg/ml of progesterone did 

not significantly alter the viability of the MCF-7 cells, as compared to 

the control group. The expression level of P53 and Bax genes 

significantly increased in MCF-7 cells exposed to the concentration 

2.5mg/ml of progesterone compared to the control group (p<0.05 and 

p<0.001, respectively), but, the expression level of Bcl-2 gene 

significantly decreased compared to the control group (p<0.001). 
 

Conclusion: The results of this study revealed that high concentration 

of progesterone reduces the viability of MCF-7 cells and the cytotoxic 

effect of progesterone on MCF-7 cells is performed by induction of 

Bax dependent apoptosis and increased expression level of P53 tumor 

suppressor gene. Accordingly, progesterone is important in the 

treatment of breast cancer. 
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 چکیده

ی سرطان پستان ها سلولمانی  اند پروژسترون بر زنده تحقیقات نشان داده: زمینه و هدف

و  MCF-7مانی رده سلولی سی اثرات پروژسترون بر زندهبرر یرگذار است. این مطالعه با هدفتأث

 انجام شد.BCL-2 و   P53،BAXهای  ارزیابی بیان ژن

از بانک پس از تهیه  MCF-7یها سلولآزمایشگاهی،  –ین مطالعه تجربی در ا :روش بررسی

، 01/0، 001/0های  کننده پروژسترون در غلظت انستیتو پاستور، به دو گروه کنترل و گروه دریافت

 MTTها با استفاده از تست  ی سلولمان زندهبندی شدند.  یمتقسلیتر  یلیمگرم بر یلیم 10، 1، 1/0

 Real time PCR با روش Bcl-2و  P53، Bax یها ژننسبی بیان  سطح یری شد.گ اندازه

 آنالیزو تی تست مستقل طرفه  واریانس یک از آزمونبا استفاده  ها دادهی قرار گرفت. موردبررس

 شدند.

لیتر پروژسترون سبب کاهش  یلیمگرم بر یلیم 10غلظت مواجهه با  در این مطالعه، :ها یافته

های  مواجهه با غلظت اما (.˂001/0p) یسه با گروه کنترل شددر مقا MCF-7یها سلول یمان زنده

در  MCF-7 یها سلولی مان زنده در ،لیتر پروژسترون یلیمگرم بر یلیم 10، 1، 1/0، 01/0، 001/0

 یها سلولدر  P53 ،Baxی ها ژنیان ب .داری ایجاد نکرد تغییر معنییسه با گروه کنترل، مقا

 MCF-7  لیتر پروژسترون نسبت به گروه کنترل، افزایش  یلیمگرم بر یلیم 5/2در مواجهه با غلظت

 بیان ژن اما (،˂p˂،001/0p 05/0 داری داشت )به ترتیب معنی

 Bcl-2 داری  کنترل، دچار کاهش معنیمقایسه با گروه  در( 001/0شدp˂.) 

ی مان زندهکاهش  بالا سببپروژسترون در غلظت نتایج این مطالعه نشان داد  :یریگ جهینت

از طریق القای  MCF-7ی ها سلول رشود و اثر سیتوتوکسیک پروژسترون ب می MCF-7یها سلول

اساس هورمون  نیبرا گردد. می مالاع P53بیان ژن ضد توموری  شیو افزا Baxآپوپتوز وابسته به 

 پروژسترون در درمان سرطان پستان، حایز اهمیت است.

 .MCF-7 های ؛ سلولآپوپتوز پروژسترون؛ :ها دواژهیکل

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 98 مهر، هفتم، شماره سیزدهم دوره
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 قدمهم
نقش مهمی در  پروژسترون، یک هورمون استروئیدی است که

. اثرات متعدد و (1) کند یمیدمثلی ایفا تول بسیاری از عملکردهای

یدمثل زنان از طریق اتصال به تول بر روندپیچیده پروژسترون 

. (2) گیرد صورت می ها آنو فعال شدن  های پروژسترونی یرندهگ

ی اعمال ا عمدهنیز تأثیرات  پستان های سرطان بافت پروژسترون بر

 (.3) کند یم

ی ها سلولی مرتبط با سرطان و آپوپتوز در ها با ژندر ارتباط 

 P53 ،Bax ،Bcl-2 یها ژنبه ارزیابی بیان  مطالعه حاضر سرطانی،

کیلودالتونی را  53 ای یک فسفو پروتئین هسته P53 ژن .پرداخت

ژنوم بوده و سبب  عملکرد طبیعی آن محافظت از کند که کد می

شود و درصورت عدم ترمیم، آنکو   ترمیم ژنوم با القای مرگ می

های  سلولی باعث آپوپتوزیز شده و سلول P53پروتئین 

 رمزگذار پروتئین BAXژن  (.4کند ) کارسینوژنیک را حذف می

BAX .این پروتئین در تنظیم آپوپتوز نیز نقش دارد.  در انسان است

تنظیم و در  P53 توسط سرکوبگر توموری  BAX همچنین بیان ژن

کند. داروها و مواد  نقش میایفای  P53 آپوپتوز وابسته به

های  دهنده بیان این ژن خود موجب آپوپتوز در سلول افزایش

وزن مولکولی  (.5) شوند سرطانی و اثرات ضد سرطانی می

این پروتئین فعالیت  کیلودالتون است.  Bcl-2  ،25پروتئین ژن

از  C های کاسپاز را تنظیم و سبب رهایی سیتوکروم آنزیم

و سرانجام  3 -، سپس کاسپاز9 -میتوکندری و فعال شدن کاسپاز

های سرطانی را  پروژسترون، رشد سلول گردد. میمرگ سلول 

ترین  (. سرطان پستان، شایع6کند ) می باوجود استروژن مهار

(. در 7)ومیر در سراسر جهان است  بدخیمی و دومین علت مرگ

یک زن به سرطان پستان  زن، احتمال ابتلا 10-15کشور نیز از هر 

یدی با مهار یا القای ئی استروها هورمونارتباط  (.8وجود دارد )

 قراری موردبررسیژه سرطان پستان در موارد زیادی و به، ها سرطان

های استروئیدی، اثرات تکثیری یا  است. هورمون گرفته

زمینه  . مطالعاتی در(9) سرطانی دارند های ضدتکثیری بر سلول

های سرطانی،  سلول های استروئیدی جنسی بر تأثیر هورمون

های آپوپتوزی،  ژن ها بر حوزه اثرات آن خصوص در  به

در مطالعات  (10گرفته است ) ضدآپوپتوزی و متاستازی انجام 

 ف ـواع مختلـمختلف مشخص شده است بین تأثیر پروژسترون بر ان

 

ارتباط وجود دارد. در این راستا، نتایج مطالعات دیگر  ها سرطان

دهند پروژسترون یک فاکتور خطر برای سرطان پستان  نشان می

وسیله  های سرطان پستان به رشد سلول مهار (. همچنین11) است

هایی همراه بوده که در توقف رشد و  پروژسترون با تغییر بیان ژن

با داشتن خاصیت  پروژسترون (.12تمایز نقش دارند )

با اثرات استرس اکسیداتیو مقابله کند.  تواند یماکسیدانی  آنتی

استرس اکسیداتیو باعث القای آپوپتوز از طریق افزایش سطح بیان 

ی ها ژن( و کاهش بیان BAX، P53ی پروآپوتوتیک )ها ژن

 (.13شود ) های سرطانی می ( در سلولBCL-2ضدآپوپتوزی )

پروژسترون یا  دهند یمنشان  درمقابل، برخی مطالعات

اثر سیتوتوکسیک  ی سرطانیها سلولی جنسی بر روی ها هورمون

ی ندارند و سبب توجه قابل ریتأثی آپوپتوز نیز ها ژننداشته و بر 

ای که در ارتباط با بررسی  . نتایج مطالعهشوند یمالقای سرطان 

های  سلول مکانیسم مولکولی آپوپتوز ناشی از پروژسترون در

ی توجه قابل طور بهپروژسترون رطانی پستان انجام شد، نشان داد س

ی پژوهشی ها داده(. همچنین 14) گردد یمp53 باعث کاهش بیان 

نشان دادند استروژن و پروژسترون تکثیر سلولی سرطان پستان را 

 (.15) دهند یمافزایش 

( و 7توجه سرطان پستان در جهان ) شیوع قابل با در نظر گرفتن

ی و اقتصادی ناشی از روان ، همچنین عوارض جسمی،(8) ایران

ابتلا به این سرطان و با توجه به نتایج متضاد در حیطه پژوهش 

(، و محدودیت مطالعات پیشین، در مطالعه حاضر به 21-13)

و  MCF-7ی رده سلولی مان زندهبررسی اثرات پروژسترون بر 

های  شد. یافته پرداختهBCL-2 و  P53 ،BAXهای  ارزیابی بیان ژن

تواند مبنایی جهت مطالعات کاربردی در  یمحاصل از این تحقیق 

 این زمینه باشد.
 

 روش بررسی 

آزمایشگاهی، ابتدا هورمون پروژسترون  –در این مطالعه تجربی 

پودر از شرکت داروسازی ابوریحان تهران خریداری  صورت به

به  DMSO لاندا 100شد و جهت حل کردن پودر پروژسترون، 

و ورتکس انجام گرفت، گردید گرم پودر پروژسترون اضافه 1/0

مجدداً عمل ورتکس  PBSلیتر  یلیمسپس بعد از افزودن یک 

 انجام شد. 
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لیتر  یلیم 10اضافه و حجم به   DMEMدر ادامه، محیط کشت

ی لازم به روش سریالی تهیه گردید. ها متعاقباً رقترسانده شد و 

تهران  پاستور یتوانستاز  MCF-7سلولی در مرحله بعد، رده 

انکوباتور  و در DMEM ،FBSخریداری و در محیط کشت 

درجه( کشت داده شد.  37و در دمای  %5اکسید کربن  )حاوی دی

درصد کف فلاسک پر از سلول شد، عمل  80الی  70ینکه، ازا پس

ی مان زندهبررسی سنجش  منظور بهانجام گرفت. در ادامه،  بازارچه

تست انجام  استفاده شد. برای MTT، از تست MCF-7ی ها لسلو

MTT بلو  در ابتدا بعد از شمارش سلولی با استفاده از رنگ تریپان

خانه به  96در هر چاهک )پلیت  سلول 1×410و لام نئوبار، تعداد 

ساعت( کشت داده شد و داخل انکوباتور قرار گرفت،  24مدت 

های  غلظت ژسترون درپرو براساس تحقیقات پیشین، ازسپس 

گردید و  استفادهلیتر  یلیمگرم بر یلیم 10، 1، 1/0، 01/0، 001/0

ی مختلف پروژسترون ها غلظتساعت با  24به مدت  ها سلول

لاندا از هر غلظت پروژسترون  100تیمار شدند؛ برای این منظور، 

بار  8برای هر غلظت اضافه شد و  ها چاهکبه یک ردیف از 

انجام گرفت. از طرفی، یک ردیف مایش جداگانه دو آز تکرار در

گروه کنترل )بدون مواجهه با دارو( در نظر  عنوان به ها چاهکاز 

محیط کشت و  محلول ساعت، 24گرفته شدند. بعد از گذشت 

لاندا رنگ  100چاهک میزان هورمون را خارج کرده و به هر 

MTT وده شد و تاریکی افز درلیتر  یلیمگرم بر یلیم 05/0 با غلظت

ساعت داخل انکوباتور قرار گرفت. سپس محیط رویی  3به مدت 

اضافه گردید.  هر چاهکبه  DMSOلاندا  100کرده ورا خارج 

 rider ELISAدقیقه داخل دستگاه  15پس از 

 (Rad, Hercules,CA, USA)-Bio( میزان شدت گرفت و  قرار

متری به روش اسپکتروفتونانومتر  570 موج طولبا رنگ حاصل 

 خوانده شد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 سلولی در رده P53و  Bax ،Bcl-2ی ها ژنبرای بررسی بیان 

MCF-7 ،5/2 غلظتبه دو گروه کنترل و گروه مواجهه با  ها سلول 

 شده تستی ها غلظت براساسلیتر پروژسترون که  یلیمگرم بر یلیم

 ،(22) یدگردیون محاسبه رگرسبه روش  MTTدر آزمون 

سلول درون هر چاهک پلیت  5×105. تعداد بندی شدند یمتقس

ساعت درون انکوباتور  24ای کشت داده شد و به مدت  خانه6

پروژسترون به  لیتر یلیمگرم بر یلیم 5/2 غلظتقرار گرفتند. سپس 

ساعت درون انکوباتور قرار  24اضافه گردید و به مدت  ها سلول

رده  از RNA داده شدند، درادامه بعد از انجام عمل سانتریفوژ، کل

استخراج  Bioapp, Iran))طبق دستورالعمل کیت  MCF-7سلولی

   cDNAشد، سپس سنتز

 گرفت. انجام (Takara, Japan) طبق دستورالعمل سازنده کیت

                  و دستگاه Real time- PCR برای ارزیابی بیان ژن، از روش

AB-step one  استفاده گردید. واکنش Real time-RT PCR در 

 میکرولیتر به شرح زیر تهیه شد:  20حجم نهایی 

میکرولیتر  SYBR-Green PCR Master Mix ،1میکرولیتر  10

cDNA، 2 میکرولیتر  7 ،وبرگشت رفتیکرولیتر از پرایمرهای م

 آب مقطر.

با  GAPDHو  P53،Bax ، Bcl-2ی ها ژناین مطالعه، پرایمر  در

  .جدول(طراحی شدند ) Beacon Desighnerافزار نرماستفاده از 

به  AB-step one در دستگاه Real time-RT PCRبرنامه دمایی 

 شرح زیر بود:

درجه سانتیگراد  90دقیقه،  10درجه سانتیگراد به مدت  90 

 40دقیقه برای  1درجه سانتیگراد به مدت  60ثانیه ،  10مدت  به

با نتایج حاصل از آزمایش  چرخه متوالی انجام گرفت.

RQ=2روش
-ΔΔCT یز قرار گرفتمورد آنال. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GAPDH وP53, Bax ,Bcl-2  جدول: پرایمرهای ژن
 پرایمر ژن

P53 F:`5CATCTACAAGCAGTCACAGCACAT3´ 

R: `5CAACCTCAGGCGGCTCATAG3´ 

Bax F:`5TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG3´ 

R: `5AGCTTCTTGGTGGACGCATC3´ 

Bcl-2 F: `5TGTGGATGACTGAGTACCTGAACC3´ 

R: `5CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAG3´ 

GAPDH F: `5CCCACTCCTCCACCTTTGAC3´ 

R: `5CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA3´ 
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، آزمون Excell، 21نسخه  SPSSی افزارها نرمبا استفاده از  ها داده

ها(،  اسمیرنوف، )برای وضعیت نرمال بودن داده – کولموگروف

 تست مستقل تیآزمون تعقیبی توکی و  طرفه، آزمون واریانس یک

 α<05/0در سطح  ها گروه. اختلاف بین وتحلیل شدند تجزیه

 دار در نظر گرفته شد. معنی

 

 ها یافته
 بر  رونـپروژست فـمختل های مقایسه اثرات غلظت 1نمودار شماره 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در مقایسه با گروه کنترل را نشان  MCF-7سلولی  رده مانی زنده

 دهد. می

های  در گروه MCF-7های  مانی سلول داری در زنده اختلاف معنی

 1و  1/0، 01/0، 001/0های  پروژسترون در غلظت  کننده یافتدر

لیتر نسبت به گروه کنترل مشاهده نشد. در مقابل،  گرم برمیلی میلی

پروژسترون   کننده یافتدردر گروه  MCF-7های  مانی سلول زنده

داری نسبت به  لیتر، کاهش معنی گرم برمیلی میلی 10در غلظت

 (.1شماره ( )نمودار>001/0pگروه کنترل نشان داد )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  .MCF-7سلولی مانی رده های مختلف پروژسترون بر زنده تأثیر غلظت مقایسه: 1نمودار شماره  

 .باشند یمبار تکرار در دو آزمایش جداگانه  8و حاصل  اند شدهداده  نشان اریمعانحراف  ± میانگین صورت بهنتایج 

 (.>p**001/0داری نسبت به گروه کنترل ) * بیانگر معنی

 
در P53 ،Bax،  Bcl-2ی ها ژنیان نسبی ب ، بیانگر2نمودارشماره 

 5/2کننده پروژسترون در غلظت  یافتدرMCF-7 سلولی رده

 .باشد در مقایسه با گروه کنترل میلیتر  یلیمگرم بر یلیم

در گروه  MCF-7رده سلولی در P53سطح بیان نسبی ژن 

لیتر در  گرم برمیلی میلی 5/2غلظت  پروژسترون در کننده دریافت

 ،˂p)05/0ت )ـداری داش یـزایش معنـرل، افـکنت روهـگه با ـمقایس

کننده  گروه دریافت در Baxهمچنین سطح بیان نسبی ژن 

لیتر در مقایسه با گروه  گرم برمیلی میلی 5/2غلظت  پروژسترون در

، اما سطح بیان ˂p)001/0داری نشان داد ) کنترل، افزایش معنی

ظت غل پروژسترون درکننده  گروه دریافت در Bcl-2 نسبی ژن

لیتر در مقایسه با گروه کنترل، کاهش  گرم برمیلی میلی 5/2

 (.2 شماره )نمودار ˂p)001/0داری داشت ) معنی
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 کننده پروژسترون  یافتدرMCF-7  سلولی در ردهP53 ،Bax،  Bcl-2یها ژنبیان نسبی  .2نمودار شماره 

 (GAPDH).در مقایسه با ژن کنترل  لیتر گرم برمیلی میلی 5/2در غلظت 

 .باشند یمو حاصل سه بار تکرار  اند شده  دادهانحراف معیار نشان  ±میانگین  صورت بهیج نتا

 ه با کنترل است.در مقایس>p 001/0و >p 05/0 ترتیب به بیانگر ***و* علائم

 بحث 
 1و  1/0، 01/0، 001/0 یها غلظتدر  ژسترونین مطالعه، پرودر ا

 MCF-7های مانی سلول داری بر زنده لیتر، اثر معنی گرم برمیلی میلی

لیتر سبب  گرم برمیلی میلی 10نداشت، اما پروژسترون در غلظت 

بنابراین پروژسترون در ؛ شد MCF-7های  مانی سلول کاهش زنده

رسیتوتوکسیک اث MCF-7سلولی  بر ردهتواند  یمغلظت بالا 

ی نشان داد ترکیب استرادیول و انواع ا مطالعهداشته باشد. 

 های استروژن و پروژسترون منجر به اثرات متفاوتی بر بیان گیرنده

روی رشد  شود و دارای اثرات متفاوتی نیز بر پروژسترون می

 (. 16باشد ) می MCF-7سلول 

 40پروژسترون، ارتباط مستقیمی با میزان ابتلای زنان زیر غلظت 

(. اگرچه پروژسترون یک عامل 23) داردسال به سرطان پستان 

های مطالعات  محافظتی در برابر سرطان پستان است، اما یافته

تواند یک سلول بنیادی  نشانگر آن است که پروژسترون می

(. در راستا با 24) ر غدد پستانی گسترش دهدحساس به تغییر را د

های دیگر نیز نشان  های پژوهش این مطالعه، یافتهحاصل از نتایج 

تواند بیشترین اثر فعالیت سایتوتوکسیک را  دهد پروژسترون می می

(. همچنین 17)شته باشد ( داMCF-7) های سرطان پستان سلول بر

رطان پستان انجام س  T47Dروی رده سلولی ای که بر در مطالعه

  رولاـرومـمیک 10تـرون در غلظـردید پروژستـص گـگرفت مشخ
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 شود ساعت انکوباسیون می 48ها پس از  سبب مهار تکثیر سلول

نتایج پژوهشی دیگر نشان داد پروژسترون رشد و متاستاز را (. 14)

گانه منفی از طریق گیرنده غشایی آلفا  ن پستان سهدر سرطا

کند که وجود شواهدی مبنی بر اثرات  پروژسترون مهار می

 درمان ضدسرطانی مسیر غشایی گیرنده آلفا پروژسترون در

کننده این  ی، تأیید( انسانTNBCگانه منفی ) سرطان پستان سه

الای ای دیگر مشخص گردید میزان ب در مطالعه .(11مطلب است )

پروژسترون در اوایل بارداری با خطر کمتری در سرطان پستان با 

مثبت در مادر  - مثبت/گیرنده استروژن - گیرنده پروژسترون

بار استفاده از  (. همچنین نشان داده شده است یک18همراه است )

 MCF-7های  مانی در سلول پروژسترون باعث افزایش زنده

ه این یافته با نتایج مطالعه حاضر شود ک صورت وابسته به دوز می به

 (.15) همسو نبود

لیتر  یلیمگرم بر یلیم5/2غلظت با  پروژسترون در مطالعه حاضر

کاهش  و P53 ،Baxهای آپوپتوزی  دار بیان ژن سبب افزایش معنی

که با نتایج مطالعات  شد Bcl-2دار بیان ژن ضد آپوپتوزی  معنی

آندومتر  سرطان تخمدان وپیشین که به بررسی اثر پروژسترون بر 

(. پژوهش درباره اثرات 13پرداخته بودند همخوانی داشت )

های سرطانی  در سلول BCL-2استروژن و پروژسترون بر بیان ژن 

های استروئیدی قادرند سبب  تخمدان نشان داده است هورمون

های  ای هورمون (. در مطالعه25شوند ) BCL-2کاهش بیان ژن 

ن و پروژسترون( منجر به افزایش سطح بیان جنسی زنانه )استروژ

ای  کننده که اثر محافظت Bcl-2کاهش سطح بیان ژن  و Baxژن 

(. نتایج 19بر ریسک ابتلا به سرطان دهانه رحم دارند، گردید )

تواند سبب القای آپوپتوز  نشان داد پروژسترون می دیگر پژوهشی

 (. 20) شود Bcl-2سطح بیان ضدآپوپتوزی از طریق کاهش 

 

 

های  هایی مبنی بر اینکه پروژسترون در سلول درمقابل، گزارش

شود، موجود  می P53باعث کاهش بیان  T47Dسرطان پستان 

تواند  اند پروژسترون می (. مطالعات پیشین نشان داده14)است 

باعث مهار آپوپتوز در غشای جنینی و افزایش تنظیم بیان 

با توجه به نتایج  (.21گردد ) Bcl-2های ضدآپوپتوزی  پروتئین

حاصل از پژوهش حاضر، پروژسترون سبب القای آپوپتوز در رده 

ها از طریق  سلولی سرطان پستان شده و القای آپوپتوز در این سلول

و کاهش بیان نسبی ژن  Baxبیان نسبی ژن آپوپتوزی  افزایش

در تحقیق حاضر پروژسترون افتد.  اتفاق می Bcl-2ضدآپوپتوزی 

گردید و از  P53باعث افزایش سطح نسبی بیان ژن ضدتوموری 

 این طریق در مقابله با سرطان پستان نقش داشت. 

 

 گیری نتیجه
قادر است در یک  نتایج این مطالعه نشان داد هورمون پروژسترون

ی سرطان ها سلولی در مان زندهمسیر وابسته به دوز، سبب کاهش 

 Baxآپوپتوز وابسته به که این امر را از طریق گردد  MCF-7پستان

ی سرطانی ها سلولبر روی کند. همچنین پروژسترون  یماجرا 

از طریق افزایش بیان  که استی ضد توموردارای اثرات پستان 

 کند. اعمال می P53ری نسبی ژن ضد تومو

 

 تشکر و قدردانی
نامه دکتری مصوب دانشکده علوم پایه  یانپااین مقاله مستخرج از 

از تمامی وسیله  بدین. استدانشگاه آزاد اسلامی، واحد کازرون 

کسانی که در این پژوهش ما را یاری نمودند، تقدیر و تشکر 

 آید. یمعمل  به
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