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 مقاله پژوهشي

 

  پارامترهای اسپرم موش های صحرائی بالغ بر روي رقان انسدادی حاديثير أت
   

 *ايرج اميريدكتر ،  ***عليرضا زمانيدكتر ،  **احمدرضا دهپوردكتر ،  *ابراهيم نصيريدكتر 
 

 ٣٠/٥/٨٤:   ،  پذيرش ٩/٩/٨٣ :دريافت 
 

 :چكيده
نوعي بيماري كبدي است كه با تجمع اسيدهاي صفراوي، افزايش تونوس اوپيوئيـدهاي             انسدادي   رقانيا  ي كلستاز : و هدف    مقدمه

 ـ      يامدها م ين پ يکه ا ئي از آنجا  .درونساز، نيتريك اكسايد و سيتوكين ها در پلاسما همراه است          ر يثأتوانند روی هورمون های جنسـی ت
 ـا ،ی جنسی می باشـد  هورمون هايكيولوژزيجه توازن فينکه باروری مناسب نتيبلحاظ ا بگذارند و  تغييـرات  تعيـين بـه  مطالعـه  ن ي

  .ته استخ پردا در موش كلستاتيك پارامترهای اسپرم واحتمالي هورمون هاي گنادوتروپين
، )بدون جراحي(شاهد  : ه شد موش صحرايي بكار برددر هر گروه هشت سر  وسه گروهتجربي براي اين مطالعه   :كارروش 

سه  ).جراحي همراه با انسداد مجراي صفراوي(و گروه كلستاتيك ) ن انسداد مجراي صفراويجراحي بدو(شم ا يشاهد جراحي 
 با  پارامترهای اسپرموايمونوراديومتريك اسي روش توسط LH  وFSH هورمون هايیي غلظت سرمحهفته بعد از انجام جرا

 .شد اندازه گيري کروسکوپ نوری ياستفاده از م
 در گروه كلسـتاتيك نسـبت بـه گـروه هـاي شـاهد و       FSH  ، LHر كاهش معني دار هورمون هاي نتايج اين پژوهش بيانگ :نتايج 

 گـروه كلسـتاتيك نسـبت بـه         پارامترهـا و مورفولـوژی اسـپرم      تغييـر معنـي داري در       ولی  ). >٠٥/٠P (بوده است جراحي   -شاهد  
 ).<٠٥/٠P(ه استگروههاي ديگر مشاهده نشد

ر معنی داری روی پارامترهای اسپرم يثأنی شده ولی تيث کاهش هورمون های گنادوتروپرقان انسدادی حاد باعي  :نتيجه نهائي
 سلول هاي زاينده بيضه موش هاي بالغ تنها وابسته به اسپرماتوِژنزاز نتايج اين مطالعه حدس زده مي شود كه نداشته است 

 .اشته باشندهورمون هاي گنادوتروپين نيست بلكه فاكتورهاي ديگري نيز ممكن است دخالت د
  

  يرقان انسدادي/ هورمونهاي محرك غدد جنسي / موش / اسپرم  : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
 نوعي بيماري كبـدي اسـت كـه     حادكلستاز انسدادي       

بيشتر بعلت گير كردن سنگ صفراوي در مجراي صـفراوي     
 مشترك، آمپول واتر يـا كارسـينوماي سـرپانكراس بوجـود           

ن ي ـ سه هفته بـوده کـه بعـد از ا          بيمارياين  دوره  . مي آيد 
ــه ســيمــاری مــزمن شــده و تبــد يدوره ب  روز کبــدی يل ب

 هـاي صـفراوي و       بـا تجمـع نمـك      مـاری ين ب يمی گردد، ا  
تحقيقـات جديـد در     . بيلي روبين در پلاسما همـراه اسـت       

 كلسـتاز انسـدادي افــزايش اوپيوئيـدي درونسـاز، نيتريــك    
 
 

 
 توكين هــا را دراكســايد، اســترس هــاي اكســيداتيو و ســي

بيشـتر ايـن فاكتورهـا روي       ). ١-٥(پلاسما نشان مي دهد     
باعــث تغييــر در ترشــح   ، محــور جنســي مــؤثر بــوده   

اوپيوئيــدهاي انــدوژن ترشــح .  مــي گردنــدهــاگنادوتروپين
مهار هورمون آزاد كننده گنادوتروپين     با  گنادوتروپين ها را    

)Gonadotropin-Releasing Hormone( GnRH مترشحه 
نيتريــك اكســايد ). ٦(كــاهش مــي دهـد ، هيپوتـالاموس از 

  گنـاد -هيپـوفيز  -اگزوژن باعث مهار محـور هيپوتـالاموس  
)Hypothalamus-Pitiatury-Gonad( HPG    مي شود)٧(. 
 
 

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ   
 )ebrahimnasiri@yahoo.com(استاديار گروه علوم تشريحي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي همدان *

 استاد گروه فارماكولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران **
 استاديار گروه ايمونولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي همدان ***



  و همكاراندكتر ابراهيم نصيري                                           پارامترهاي اسپرم                                                             تأثير يرقان بر 
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ــي فر   ــور جنس ــاي مح ــون ه ــتروئيدوژنز و  آهورم ــد اس ين
 ادیي ـقـات ز  ين تحق يهمچن. كند  اسپرماتوژنز را كنترل مي   

ــزا ــش تولياف ــك ادي ــايد نيتري ــان  كس ــاروری نش   را در ناب
قات نشـان مـی دهـد     ي تحق برخي از اين  ). ۸-۱۱(می دهند 

 شته روی حرکت اسپرم نقش مهاری دا       نيتريك اكسايد  که
 در مـردان مـي شـود       نابـاروری   آن موجب    ش سطح يو افزا 

دهای ي ـوئيبا در نظر گـرفتن اثـرات مهـاری اوپ         ). ۱۲،۱۳( 
 نيتريـك   ش مهاری ز نق ينها و ن  يدرونساز بر روی گنادوتروپ   

 در آن  بــر روی حرکــت اســپرم و نقــش احتمــالی اكســايد

 دهای درونسـاز و   ي ـوئيت که سـطح اوپ    ين واقع يا و ناباروری
 منطقی  ،ابديش می   يان کلستاز افزا  ي در جر  نيتريك اكسايد 

است تصور شود که کلسـتاز انسـدادی مـی توانـد بـر روی            
 . ر بگذارديثأدستگاه تناسلی ت

تغييـرات  بـا هـدف تعيـين        اين مطالعه    بهمين منظور       
 در   پارامترهـای اسـپرم     و احتمالي هورمونهاي گنادوتروپين  

 .انجام شدموش كلستاتيك 
 :روش كار

 بـرای   (IRMA)  اسـي  کيومتريمونوراديتهای ا يک :مواد       
  ال - اس -دی شـرکت    از  LH و   FSHسنجش هورمونهـای    

)Diagnostic Systems Laborotories( )  ،تگـزاس،  وبسـتر 
ــايامر ــخر) ک ــدي ــر . داری ش ــحرائی ن ــهای ص   ١٦-١٢موش

اسـپراك ـ داولـي    نـژاد  ، گـرم ٢٥٠-٢٠٠ای بـا وزن   هفتـه 
)Spraque-Dawley(ــات آزماي از بخـــش ح ــگاهی يوانـ شـ

 .دنديه گرديتو پاستور کرج تهيانست
قبـل از انجـام     . اين مطالعه از نوع تجربي مي باشـد        :روشها

شـگاهی بخـش    يت آزما وانـا يموش ها به بخـش ح      مطالعه،
  با حيوانـات بـر    فارماکولوژی دانشکده پزشکی منتقل شد و     

 انستيتو  دستورالعملهاي تدوين شده توسط    و تامقرر اساس
 )Health National Institute USA( ملي بهداشت آمريكـا 

 تصادفي به سه گروه هشت تـايي        موش ها بطور  . رفتار شد 
-وه شـاهد  گـر   ،)بـدون جراحـي   (گروه شاهد   . تقسيم شدند 

) مجراي صفراوي  انسداد بدون جراحي( )sham(شم يا يحجرا
جراحي همراه با انسداد     (BDLكلستاتيك يا و گروه آزمايش  

 مدت مطالعه تمام در و )Bile Duct Ligated صفراوي مجراي

وانـات قـرار    يار ح ي ـزان کافی در اخت   يو آب به م    تيپل غذای
 ساعت ١٢  ساعت روشنائی و١٢کل يبا برقراری س داشت و

  انسداد مجراي صفراوي بـر اسـاس       .کی نگهداری شدند  يتار
  ).۱۴(ت مطالعات قبلي صورت گرفپروتکل موجود در

 نــــــ با كتاميکامليهوشي تحت ب ن منظوريبرای ا      

 
 )١٠ mg/kg(رومازين ــپکلروو) ٥٠ mg/kgداخل صفاقي (

 .ديلاپاراتومی انجام گرد
 مجراي صفراوي با استفاده از   ،جراحي -در گروه شاهد        

 مجـراي    ،در گروه كلسـتاتيك   ، پنست فقط مشاهده گرديد   
صفراوي  با دو گره در فاصله چند ميلي متري بسته شـد و    
حد فاصل بين دو گره با قيچي قطع گرديـد سـپس جـدار              

ميزان مرگ و   . شكم در دو لايه فاسيا و پوست بخيه گرديد        
بعـد از   . بـود % ١٠دوداً   در گروه آزمايش ح     بعد از عمل   مير
 و  ندبا اتر بيهوش گرديد   ابتدا   موش هاي صحرايي       روز ٢١

 بـا   خـون  سـی سـی      ٥مقـدار   سپس قطع نخـاع شـدند و        
اسـتخراج شـد و     آنـان   از قلـب    ل  ياستفاده از سرنگ اسـتر    

 ١٠ بمـدت    ١٥٠٠ rpmفوژ نمونـه هـا در     يسـانتر  بـا  سپس
های  من درش  يتا زمان آزما  ها  م  سر. ديقه سرم جدا گرد   يدق

همزمـان قسـمت دمـی      . نـد  گرديد نگهـداری  درجه   هفتاد
تشـو بـا   سوان برداشته شـد و بعـد از ش     يم راست ح  يديدياپ

 سـی   ۵زان  ي ـ درجه به م   ۳۷ولوژی در محلول بافر   يزيسرم ف 
ستوری کاملا  يغ ب يله ت يت قرار گرفت و بوس    يک پل يسی در   

ابی پارامترها  يد و در داخل انکوباتور برای ارز      يتکه تکه گرد  
 .مورفولوژی اسپرم نگهداری شدو 

ــاد       ــا روش اFSHر يمق ــرم ب ــومتريمونورادي س ــا ي ک ب
 رتی متصل بـه     FSHاستفاده از آنتی بادی مونوکلونال ضد       

 رتـی را در     FSHر  يت تسخ يرنی که قابل  يلوله های پلی است   
و  ي ـواکتيد راد ي ـه حـاوی    يحضور آنتی بادی مونوکلونال ثانو    

اساس دستورالعملهای شـرکت     رتی را دارند و بر       FSHضد  
 ت وبــا اســتفاده از دســتگاه گامــا کــانتر يــد کننــده کيــتول

 ).١٥(ری شد ياندازه گ
 رقابتی بـا   با روش ايمونوراديومتريكسرمLH مقادير       

) قرمز رنـگ  ١٢٥(و  يواکتيد راد ي رتی حاوی    LHاستفاده از   
شـده در    هيته ويواکتيد راد يديو آنتی بادی پلی کلونال ضد       

 كننده كيت  توليد شركت دستورالعملهاي براساس و گوشخر
 ).١٥ (اندازه گيري شد و با استفاده از دستگاه گاما کانتر

تکـه  ( مقداری از نمونـه    ،تی اسپرم يليبرای بررسی موت        
 و  ه برداشت ،که در داخل انکوباتور قرار داشت     ) ميديديتکه اپ 

کروسـکوپ  يمر  ي ـ و نمونـه را ز     داديم قرار    روی لام نئوبار   بر
 کـه   اسـپرمهايي . مرديك بررسی   ۱۰د  ينوری گذاشته و با د    

کس يحرکت نداشتند شـمارش شـدند سـپس نمونـه را ف ـ           
سپس تعداد  . منموديشمارش  کل تعداد اسپرمها را     و  کرده  

 كرديمحرکت نداشتند از کل اسپرمها کم     را که  يياسپرمها
 :گرديدتی اسپرم ها محاسبه يلير موتيو از رابطه ز
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از لام نئوبار استفاده شد به      برای بررسی تعداد اسپرمها هم      
 برابـر بـا     ۴۰م  يدي ـديق که نمونه بدست آمده از اپ      ين طر يا

 سـپس آن را روی لام نئوبـار         گرديدق  ي٪ رق ۵/۰د  يفرمالدئ
شـمارش   تعداد اسپرمها  در چهـار مربـع بـزرگ             و گذاشته

 کـه عـدد   گرديد ضرب ۵۰۰۰۰۰ عدد بدست آمده در   ،شد
م دمـی سـمت     يدي ـديانگر تعداد اسـپرمها در اپ     يصل نما حا

 ).۱۶(دوراست ب
برای بررسی مورفولوژی اسپرم ها از همـان نمونـه ای                 

 اسـتفاده   شـده بـود   ه  يتی اسپرم ته  يليکه برای بررسی موت   
و  ،شـد ه  ين صورت که گستره ای بر روی لام ته        ي بد گرديد

آرامی با  کبار به   يسپس  . گرديد در مجاورت هوا خشک      بعد
 و دوبــاره در مجــاورت هــوا ه شــدتشــو دادسآب مقطــر ش

 د ي ـکروسـکوپ نـوری بـا د      ير م ي ـسـپس ز  . گرديـد خشک  
 ۳۰۰در هـر نمونـه تعـداد        . مورد بررسـي قـرار گرفـت       ۴۰

اسـپرمها بـر اسـاس      ). ۱۷(ق بررسی شدند  ياسپرم بطور دق  
ــه   عــی ي طب-۱: م شــدندي گــروه تقســ۵شــکل ظــاهری ب

 ناهنجـاری   -۴سر بـا دم سـالم        ناهنجاری   -۳ بدون دم    -۲
 .  ناهنجاری توام سر و دم-۵دم با سر سالم 

  انحراف خطاي±ميانگين   بصورت مقادير تمامي :ز آماری يآنال

بـا  هـا   استاندارد نشان داده شده است، ارزيابي آماري داده         
 انجام گرديـد  ANOVA از آناليز واريانس يكطرفه  فادهتسا

از لحـاظ آمـاري    ٠٥/٠ كمتـر از P و بر همين اساس ارزش
 .در نظر گرفته شدمعني دار 

 :نتايج 
يك روز بعد از لاپـاراتومي رتهـاي كلسـتاتيك علائـم                  

را بـروز دادنـد و   ) و استاتوره ، ادرار تيره ، زردي(كلستازيس  
 و  FSH روز رتها كشته شدند و هورمـون هـاي   ٢١پس از 

LH  ز ي ـم نپارامترهای اسـپر  و گرديد در سرم اندازه گيري
 .بررسي شد

 FSH كلستازيس موجب كاهش معني دار هورمون هاي) ١
 . ميشودLH و

  FSHميانگين غلظـت هورمـون   ) الف -١با توجه به نمودار
)  ٢٢/١٣ ± ٠٣٨/١  ng/ml(در مــوش هــاي كلســتاتيك 
و ) ١٤/١٨ ± ٢٧/١  ng/ml(نسبت به گروه هـاي شـاهد   

بطـور معنـي دار كـاهش    ) ٩٢/١٦ ± ٠٧/١  ng/ml(شـم  
 ).=P ٠١٩/٠(يافت 
   LH بر روي هورمون سيزتاثير كلستا) ب -١ودارــنم      

 
كه در اين رابطه ميانگين غلظت هورمون . را نشان مي دهد

LH در مـــوش هـــاي كلســـتاتيك )ng/ml٨٣/٠± ٢١/٠ (
ــاهد     ــاي ش ــروه ه ــه گ ــبت ب ) ٠٥٨/٢ ± ng/ml٢٦/٠(نس

بطـــور معنـــي دار كـــاهش ) ٨٤/١ ± ng/ml١٧/٠(وشـــم
 ).p= ٠٠٢٩/٠(داشت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 )الف(
 
 
 
 
 
 
 

 )ب(
 

  LH و FSHس روی سطح سرمی ير کلستازيثأت:  ١ نمودار
 

ن گروه يانگي اختلاف م(P<0.05)نشانگر معنی دار بودن ) ∗(علامت 
 .باشدي شم م س با گروه های شاهد ويکلستاز

 
 تعـداد و    ،تیيليمـوت  عدم تاثير كلستاز انسدادي بر روي        )۲

 .مورفولوژی اسپرمها
كلسـتاتيك  در موشـهای    ) الـف  -۲نمـودار (تعداد اسـپرمها    

 نســـبت بـــه گـــروه هـــاي شاهــــد ) ۹۲۶۰۰۰ ± ۱۴۱۲(
ـــم ) ۱۱۷۵۵۵۶ ± ۱۰۶۳( ) ۱۱۴۶۰۰۰ ± ۵۰۵(و شــــــ
 ).=۲۰۹/٠P(رات معنی داری را نشان ندادييتغ
كلسـتاتيك  در موشـهای    ) ب -۲نمودار(ها  تی اسپرم يليموت

ـــد  ) ۸۱۵۰۰ ± ۴۵۷۸( ــاي شاهـ ــروه هـ ــه گـ  نســـبت بـ
ـــم ) ۸۴۰۰۰ ± ۴۷۰۳( ــتغ) ۸۴۸۰۰ ± ۴۷۰۳(و ش رات يي

 ).=۱۳۹/٠P(معنی داری را نشان نداد 

 اسپرمهای بيحرکت ـ تعداد کل اسپرمها تعداد ×١٠٠
 تعداد كل اسپرمها

 موتيليتي اسپرم= 

     كلستاتيك               شم                  شاهد
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كلسـتاتيك  در موشهای   ) ج -۲نمودار(مورفولوژی اسپرمها   
 نســـبت بـــه گـــروه هـــاي شاهــــد     ) ۱۷/۲ ± ۳۴/۰(
 رات ييـــــتغ) ١٠/٢ ± ۲۷/۰(و شــــــم ) ٠٦٧/٣ ± ۵۱/۰(

 ).=۱۵۵/٠P(معنی داری را نشان نداد 
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 س روی پارامترهای اسپرمير کلستازيثأت: ۲ نمودار

 
 :بحث
ــايج       ــن بررســي نشــنت  داد كــه در مــوش هــاي ان اي

در LH  و FSHكـاهش معنـي داري در ترشـح   ، كلستاتيك
نجائيكـه در كلسـتاز چنـدين      آاز  . پلاسما ايجاد شده اسـت    

اسـترس هـاي    ، نيتريك اكسـايد  ، يدهائاوپيو: شامل، فاكتور
لـذا  ) ١-٥(اكسيداتيو و سـيتوكين هـا افـزايش مـي يابنـد           

 ي برايـــــاكتور ها دليلاحتمال مي رود كه افزايش اين ف

 
ــزان  ــاهش مي ــاي  LH و  FSH ك ــوش ه ــماي م در پلاس
 .كلستاتيك باشد

در جريــان كلســتاز انســدادي افــزايش بــيش از حــد        
نيتريك اكسايد اتفاق مي افتـد كـه مقـدار زيـاد آن بـراي               

). ۲۰(دارد) Cytotoxic( عوارض سمي ، بسياري از سلول ها   
سايد اگزوژن صـورت گرفتـه      در مطالعاتي كه با نيتريك اك     

 ـاست، نيتريك اكسايد باعـث مهـار محـور هيپوتـالاموس       
و تجويز آزاد كنندة نيتريـك  ) ٧(گناد شده است  -هيپوفيز
 سباعث مهار فرآيند اسـتروئيدوژنزي    ) DETO/NO(اكسايد  

، لـذا ايـن احتمـال       )۲۱(در سلولهاي لايديگ گرديده است    
 كلسـتازيس  از اشيوجود دارد كه افزايش نيتريك اكسايد ن      

 .كاهش گنادوتروپين ها دخالت داشته باشد بر
بــرای ) در غلظتهــای داخــل بــدن(د يک اکســايــترين      
بعضي ). ۲۲(تی کافی اسپرم ضروری به نظر می رسديليموت

د در  يک اکسـا  ي ـتري کـه غلظـت ن     مي دهـد   نشان   مطالعات
تی يليافتـه و مـوت    يش  يپلاسمای منوی مردان نابـارور افـزا      

م يدسـد يتروپروسايافزودن ن ). ۱۲(را کاهش می دهد   اسپرم  
آزمايشـگاهي  ط  يدر مح ) ديک اکسا يرتيد کننده ن  يک تول ي(
)In vitro( شـروی و  ي سـرعت پ ، درصد اسپرمهای متحـرک

غلظت سلولهای متحرک را بطور قابل توجهی کاهش مـی          
ک يتريک مهار کننده ن   ي(ن  يبا افزودن اکس هموگلوب   . دهد
ا ينکه آ ياما ا ). ۱۳( کاملا مهار می شود    اثرات آن را  ) دياکسا

تی اسـپرم را    يليدار مـوت  ي ـبتواند به طـور پا    اكسايد  ک  يترين
 ،ان کلســتازيــدر جر. ســتي آشــکار ن"کــاهش دهــد کــاملا

ش يرود که افزا  يابد و انتظار م   يش می   يد افزا يک اکسا يترين
ر بگذارد و   يثأتی اسپرم ها ت   يليد بر موت  يک اکسا يتريسطح ن 

سه گروه هـای    ين مطالعه ما در مقا    يدر ا . هدآن را کاهش د   
 تعـداد و    ،تیيليزان مـوت  ي از نظر م   كلستاتيك و   شم ،کنترل

 "ولی احتمـالا  . ميدا نکرد ير معنی داری را پ    ييمورفولوژی تغ 
ن مسئله را کـه کلسـتاز باعـث کـاهش           ي ا "افته کاملا ين  يا

چون .  رد نمی کند   ،شودي   تعداد و مورفولوژی م    ،تیيليموت
م را در   يدي ـديستال اپ ي گرفتن نمونه اسپرم قطعه د     ما برای 

ط ياسپرمها را از مح ـ گري به عبارت د،ميط بافر قرار داد يمح
د بـالاتری   يک اکسا يتريزان ن ي که م  ،منوی عی پلاسمای يطب

د يک اکسـا  ي ـتريمه عمر ن  ين ن يعلاوه بر ا  . مي جدا کرد  ،دارد
نه ن گرفتن نمو  ين مطالعه فاصله ب   يار کوتاه است و در ا     يبس

  .قه بودي دق۱۵ "ز حدودايتا آنال
 : نتيجه نهائي 

 انــــــجمع بندي نتايج حاصل از مطالعات فوق نش      
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 که کلستاز انسدادی حاد باعث کاهش هورمونهای        مي دهد 
ش يد بخـاطر افـزا    ين کاهش شـا   ين می شود و ا    يگنادوتروپ

کـال هـای آزاد     يا راد ي ـد و   يک اکسـا  يتريدها، ن يوئيتون اوپ 
کلستاز انسدادی حاد   . ک باشد ي در موش های کلستات    گريد
ــ ــوت يثأت ــر م ــی داری ب ــداد ،تیيليری معن ــوِی و تع  مورفول

لذا بنظر می رسد که     .  ندارد يياسپرمهای موش های صحرا   
ان کلسـتاز، علـی رغـم       ي ـافتـه در جر   يش  يفاکتورهای افـزا  

نی نتوانسـته انـد     يکاهش دادن هورمـون هـای گنـادوتروپ       
 بنظـر   نيبنـابرا . ارامترهای اسپرم گـردد   رات پ ييمنجر به تغ  

ــ   ميرسد كه وجود اخـتلال در محـور هورمـوني هيپـوفيز           
ختلال در رونـد    ابيضه اي به تنهائي نمي تواند عامل ايجاد         

احتمالا فاكتورهـاي   . گردد  و پارامترهای اسپرم   اسپرماتوژنز
 همراه بـا اخـتلال هورمـوني         که هنوز ناشناخته اند    ديگري

نـده در   يبررسی هـای آ   . دارندتاثير  ی اسپرم   پارامترهاروي  
گـر فاکتورهـای بقـاء سـلول هـای          يمورد شناخت عوامل د   

ان کلستاز انسدادی می تواند دانش مـا را در          ينده در جر  يزا
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