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  چکیده

 یابدمي ادامه مثلي توليد زندگي طول و در شده آغاز بلوغ سن دره کاست،  پستانداران در تمایز سلولي دقيق و پيچيده مراحل شامل سازي اسپرم

 تغييرات دیدیمو اپي بيضه در که است هاپلوئيدي اسپرماتيدهاي تقسيمات ميوزي، حاصل و شده تقسيم بنيادي، هاي آن سلول نتيجة در که

 در گيرد، بطوریكهمي صورت کامل طور به همزمان مراحلاین  تمامي. شود ایجاد کامل عملكرد با تا اسپرمي گرفته صورت آنها روي اساسي

 تستوسترون و FSHتوسط  هورموني لحاظ از سازي اسپرم بقاي و شروع .شود ناباروري سبب توانداختلال مي کوچكترین پاتولوژیك، شرایط

 نقش جزئي FSH و بوده پستانداران در يوژنزاسپرم تنظيم کننده اصلي هورمون تستوسترون که اند عقيده این بر محققين برخي گردد.مي تنظيم

اثرات  و تستوسترون بر بافت بيضه و  PMSGهاي جنسياز این رو در این طرح اثرات هورمون دارد. FSHعملكردي مشابه با  PMSG.دارد

هاي نر ه تجربي بر روي موشگرودوگروه مختلف شامل کنترل و  سه در in vitroآزمایشات  گرفته است.آن بر اسپرماتوژنز مورد بررسي قرار 

انجام مطالعات بافت شناسي و  این زمانپس از گذشت  .هفته در نظر گرفته شد 4انجام شد و مدت زمان انجام کشت اندام  NMRIنابالغ نژاد 

و کاهش  2ه تجربي در گرو اسپرم هاي اسپرماتوسيت، اسپرماتيد،ميكروسكوپي صورت گرفت. نتایج حاکي از افزایش معني دار در تعداد سلول

هاي  ، مدل تجربي مفيدي براي مطالعه مكانيسم دهند که کشت بافت بيضه این نتایج نشان مي و سلول هاي سرتولي مي باشد. Aاسپرماتوگوني 

 تواند باشد.تنظيمي تكثير سلولي اسپرماتوگوني، مي

  PMSGاسپرماتوژنز، بافت بيضه، تستوسترون، کلمات کلیدی:

                                                                         مقدمه

هاي اسپرمـاتوژنـز فرآینــدي پيوستـه است که در آن سلول

ساز عبور کرده هاي منيخلال لوله پودماني اسپرماتوگوني از

و براي تبـدیل شدن به اسپـرماتوزوئيد به ترتيب به 

کروي و طویل  رماتيـداسپرماتـوگوني، اسپرماتـوسيت و اسپ

فرآینـد اسپرماتوژنز که در طي آن  [.8] یابدشده تمایز مي

روز به طول  57تا 59اسپرماتوگوني به اسپرم تبدیل مي شود 

فرآینـد اسپرماتـوژنز و سازماندهي اپيتليوم  انجامد.مي

توسط مكانيسم  سمينـيفر در خلال زندگي فعال جنسـي

از غده هيپوفيز  هان هورمونایند. وشاندوکرین کنترل مي

هاي تحریك کننده فوليكول د و شامل هورموننشوترشح مي

(FSHو هورمون )( هاي لوتئينزه کنندهLH) باشند. هر دو مي

هاي ليدیگ ها با تستوستروني که توسط سلولاین هورمون

شود براي انجام یك در ناحيه داخل لولـه بيضه توليد مي

  [.2] باشندري مياسپرماتوژنز موفق ضرو

هاي مشابه دیگري از جفت پستانداران باردار ترشح هورمون

 آبستن ونادوتروپين سرم مادیانگون ـشوند از جمله هورممي

(Pregnant mare serum gonadotropin) ،عملكردي ه ک

بر  Popovaدر مطالعاتي که توسط  [.61] دارد FSHمشابه با 
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و  PMSGخص گردید که هاي نابالغ انجام شد، مشروي رت

FSH [.66] دناثر مشابهي در تحریك تخمدان دار 

که  کربني است 65یك هورمون استروئيدي  تستوسترون

 .[6] گيردبد، بيضه و پروستات صورت ميمتابوليسم آن در ک

محصول ترشحـي بيضه است که جهت توليد این هورمون 

ي باشد. تستـوستــرون آندروژن بزرگـاسپـرم ضروري مي

هاي ليدیگ ترشح ش در سلولاست که توسط بيضه از مكان

باعث تمایز مجراي ولف در طول دوران  و [.61] شودمي

ـ  توسط محور هيپوتالاموس LHجنيني و تنظيم ترشح 

 د. گردهيپوفيـز و اسپرماتـوژنز مي

گذارد تستوستـرون بطور مستقيم روي اسپرماتوژنز تاثير مي

ق حاضر به بررسي اثر هورمون هاي بنابراین در تحقي [.62]

نر بر روي اسپرماتوژنز در موش هاي  PMSGتستوسترون و 

 پرداخته شده است. NMRIنژاد 

 روش کارمواد و 

با وزن  NMRIسر موش نابالغ نژاد  17از  در این آزمایش ها

اتيلن دي آمين تترا استيك   گرم استفاده شد. 69تقریبي 

 ،لفاسن هلند ها ازا و رنگه، معرف)  EDTA% )74/7 اسيد

، شرکت مرک آلمان جيبيكواز شرکت  DMEM محيط کشت

هورمون  ،هيپرا اسپانيااز شرکت  PMSGهورمون 

 اکسيرو هورمون انسولين از شرکت آلماني تستوسترون 

از  کشت اندام،جهت سوري هاي خریداري شد. موش

جهاد آزمایشگاهي مرکز تحقيقات  تآزمایشگاه حيوانا

براي انجام کشت اندام، جانور . ندتهيه شداهي قم دانشگ

توسط اتر یا قطع نخاع بي هوش گردید و به طشتك تشریح 

منتقل و توسط سوزن، فيكس شد. )کليه لوازم تشریح از قبل 

توسط آون استریل شده اند(. سطح شكمي حيوان را با پنبه 

ي آغشته به الكل، استریل و سپس با استفاده از پنس و 

سطح شكمي باز شد و بيضه خارج و به پتري استریل  قيچي،

فيلتر شده منتقل و درب آن بسته و به زیر هود  HBSSحاوي

لامينار واقع در اتاق کشت برده شد. در زیر هود بيضه ها را 

جدید منتقل کرده و بيضه ها از اپيدیدیم و  HBSSبه ظرف 

 gridبافت چربي اطراف جدا گردید. کشت اندام به روش 

، یك دیشورت گرفت. در این روش در هر ظرف پتري ص

ميلي متر  قرار مي گيرد که  69x69گرید با سطح مقطع 

گوشه هاي آن خم شده به طوري که پس از قرار گرفتن در 

ميلي متر داشته باشد. سپس کاغذ  4ظرف، ارتفاعي حدود 

ميكرومتر بر روي این پایه ها قرار  /. 22هاي فيلتري با منافذ 

مي شود به طوري که روي گرید ها را بپوشاند ولي از  داده

، محيط کشت پليت 1سپس در داخل آن ها بيرون نزند. 

DMEM  درصد سرم  27حاويFBS  ریخته شد تا جایي که

 کاغذ را خيس کند اما از آن بالاتر نزند. سپس غلاف سفيد

اطراف بيضه ها جدا و به آرامي بر روي کاغذ فيلتر قرار داده 

، به پليت PMSGهورمون  ʎ 677به یك پليت به ميزانشد، 

و  هورمون تستوسترون اضافه گردیدʎ 22 دیگر به ميزان

سپس پليت ها در  .پليت سوم حاوي تنها بيضه مي باشد

% رطوبت، به 59-58% هوا و CO2 9 ،%59درجه،  15دماي 

و یك روز در ميان محيط کشت  روز انكوبه گردید 9مدت 

خل پليت ها خارج و محيط کشت و و هورمون هاي دا

ها از روز بافت 9هورمون تازه اضافه شد. پس از گذشت 

داخل محيط کشت خارج و به مدت دو ساعت در داخل 

  (. بافتها Fixationظرف شيشه اي حاوي بوئن قرار گرفت)

ساعت درون بوئن فيكس شدند.پس از آن توسط  2به مدت 

شو داده شدند و رنگ آب مقطر دوبار تقطير چندین بار شست

  زرد بوئن تا حدي زدوده شد.

  عبارت بودند از: مراحل آماده سازي بافتي

تثبيت یا فيكساسيون به طور کلي عبارت : تثبیت در بوئن

از کشتن ناگهاني و همزمان سلول هاي بافت به نحوي  است

که حتي الامكان شكل و ترکيبي مشابه آنچه در زمان حيات 

  .ظ نماینددارا بودند را حف

، 677، 59،677، 59 ،87، 57هاي صعودي )الكل آبگیری:

 . ( هر کدام به مدت یك ساعت677
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هر کدام به مدت یك  1و  2، 6توسط زایلن  :سازیشفاف

  ساعت.

ساعت)این  4، 2ساعت و پارافين  2، 6پارافين دهی:پارافین

عمل به منظور جایگزین شدن پارافين مذاب با عامل شفاف 

انجام مي گيرد. قالب گيري موفقيت آميز مستلزم آن  کننده

  است که بافت به مدت کافي در حمام پارافين باقي بماند(.

پارافين پس از نفوذ کامل پارافين در بافت آن از  قالب گیری:

) که از  هاي مخصوص فلزيو در قالب مذاب خارج شد

ساخته مي  Lدادن دو ميله فلزي به شكل  پهلوي هم قرار

پر گردید و و توسط پارافين درون قالب شد وند( قرار داده ش

 پس از سرد شدن و جامد شدن پارافين بلوکهاي مكعبي

  .مدحاوي نمونه بافتي به دست آ

 ميكرومتر 5-1به قطر : گیری توسط دستگاه میکروتومبرش

هاي بافتي که درون )براي تهيه مقاطع بسيار نازک از نمونه

اند، از دستگاه برش گيري گيري شدهلبهاي پارافين قابلوک

قرار دادن نوار هاي  (.گردید موسوم به ميكروتوم استفاده

 پارافين حاوي نمونه در داخل بن ماري جهت صاف شدن و

 ها و پس از آن بر روي لام.باز شدن چروک

 )مایر( ائوزین-آميزي هماتوکسيلينروش رنگ آمیزی:رنگ

هسته و سيتوپلاسم به کار آميزي براي رنگ این روشبود. 

رنگ هماتوکسيلين هسته را به رنگ بنفش در آورده  رود.مي

نماید. و ائوزین سيتوپلاسم را صورتي متمایل به نارنجي مي

ها را از ظرف مربوط به رنگ پس از پایان رنگ آميزي لام

و با استفاده از چسب انتلان بر روي آنها  گردیدآميزي خارج 

پس از گذشت مدت مورد نياز و محكم  و شد لامل گذاشته

ها مورد بررسي ميكروسكوپي و شدن لامل، لام

براي بررسي ميزان رشد و تكثير  .گرفتندقرار  هيستولوژیكي

هاي مورد نظر با هاي زنده، هر کدام از خانهسلول

آلمان( مشاهده و توسط دوربين  leicaميكروسكوپ اینورت )

کانادا( با   INFINITYIدیجيتال متصل به ميكروسكوپ )

هاي مختلف عكس گرفته شد. جهت شمارش بزرگنمایي

به صورت  х47ميدان ميكروسكوپي با لنز شيئي  67ها، سلول

ها در هر ميدان شمارش و تصادفي انتخاب، و تعداد سلول

بار تكرار، و هر دفعه  سهميانگين آن گرفته شد و این کار تا 

 در چهار خانه تكرار شد.

به تكرار  بارتمام مقادیر پس از سه : تحلیل آماریتجزیه و 

ها مقایسه ميانگينارایه شده است.  Mean ± SEM صورت

 ,P< 0.001, P<0.01در  68SPSSبا استفاده از نرم افزار

P<0.05   با در نظر گرفتن انحراف معيارSE) با استفاده از )

و تست  (one-way ANOVA)آناليز واریانس یك طرفه 

انجام گردید و سپس با استفاده از نرم افزار  (Tukey)توکي 

Excel  ترسيم شدند. هاهيستوگرام  

 نتایج

: in vitroدر شرایط A بررسی اسپرماتوگونی نوع 

سلولي بيضي شكل و چسببيده به جداره  Aاسپرماتوگوني 

هاي در بررسي سلول باشد.ساز و کمرنگ ميهاي منيلوله

آماري کاهش معني داري را در تحليل هاي  Aاسپرماتوگوني 

-نشان  مي( >P 776/7) 2و در گروه تجربي 6گروه تجربي 

 .(2شكل  ،( 6)6 شكل) دهد

: in vitroدر شرایط B بررسی اسپرماتوگونی نوع 

هایي با هسته کروي هستند که سلول Bاسپرماتوگوني نوع 

نها فاصله بيشتري از جداره دارند و شبكه کروماتين در آ

 گيرند.رنگ مي به شدتدهد و اي را نشان ميدانهمنظره دانه

هاي آماري تحليل Bهاي اسپرماتوگوني در بررسي سلول

 .دهدهاي تجربي و نشان نميتغيير معني داري را بين گروه

 (2شكل  ،(2)6شكل )

اسپرماتوسيت  :in vitroبررسی اسپرماتوسیت در شرایط 

آنها باشد، اي مياتوژنيك بيضهاوليه بزرگترین سلول اسپرم

هاي در بررسي سلول د.نفاصله بيشتري از جداره دار

داري را در اسپرماتوسيت تحليل هاي آماري افزایش معني
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 ،(1)6شكل ) .دهد(  نشان مي>70776P)  2گروه تجربي 

 (2شكل 

اسپرماتيدها با انجـام  : in vitroبررسی اسپرماتید در شرایط 

سـپرميوژنز تبـدیل بـه اسـپرم مـي شـوند.       فرایندي بـه نـام ا  

)آکروزومـي( سـلولي کشـيده     اسپرماتيد در مراحـل انتهـایي  

است که رنگ پذیري بالایي دارد و تـاژک در حـال تشـكيل    

هـاي آمـاري   هـاي اسـپرماتيد تحليـل   در بررسي سلول است.

( نشـان  >776/7P) 2افزایش معني داري را در گروه تجربـي 

 (2شكل  ،(4)6ل شك) .دهدمي

در فـاز  وقـایع اصـلي    :in vitroبررسی اسپپرم در شپرایط   

جـدا شـدن و فاگوسـيتوز     شـامل انتهایي )بلوغ یا رسيدگي( 

هــاي شـدن سيتوپلاسـم اضـافي اســپرماتيدها توسـط سـلول     

سرتولي است. در بررسي سـلول هـاي اسـپرم تحليـل هـاي      

(  >776/7P)  2داري را در گروه تجربـي  افزایش معنيآماري 

 (2شكل  ،(9)6شكل ) .دهدنشان مي

هـاي  سـلول : in vitroبررسی سلول سپرتولی در شپرایط   

سرتولي هسته مثلثي شكل دارند و در داخل هسته آنهـا یـك   

ــده مــي  ــد هســتك مشــخص دی ــا چن ــرز ی شــود. حــدود م

باشـد و سيتوپلاسـم آنهـا در    سيتوپلاسمي آنها مشخص نمي

در بررسي سلول  بين سلول هاي اسپرماتوژنيك پخش است.

هاي سرتولي تحليل هاي آمـاري کـاهش معنـي داري را در    

شـكل  ) .دهـد نشـان مـي   (>776/7p) 2 و 6هاي تجربيگروه

 (2شكل ، (1)6

هـاي  سـلول : in vitroبررسی سلول لایپدیگ در شپرایط   

هاي منـي سـاز   هایي کروي بوده که در بين لولهليدیگ سلول

هـاي  دیگ تحليـل هـاي لای ـ واقع شده اند.در بررسـي سـلول  

 2و6داري را در تمام گروه هـاي تجربـي   آماري کاهش معني

(776/7p<) (2شكل ،  (5)6شكل ) دهد.نشان مي 

-گونوسـيت : in vitroهای سمینیفر در شرایط بررسی لوله

هـاي پشـتيبان در تشـكيل طنـاب هـاي      هاي ثانویه با سـلول 

طناب هاي جنسي تا زمـان بلـوغ بـه     جنسي مشارکت دارند،

ورت توپر باقي مانده و در آن زمـان داراي مجـرا شـده و    ص

ناميـده   هـاي سـمينيفر(  )لولـه  ازستحت عنوان لوله هاي مني

شوند. در بررسي لوله هاي سمينيفر تحليـل هـاي آمـاري    مي

نشـان   (>76/7p) 6اري را در گروه هاي تجربيدکاهش معني

 .(2شكل  ، (8)6 شكل) .دهدمي
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 ( اسپرماتيد4( اسپرماتوسيت، B ،1اسپرماتوگوني  (A ،2( اسپرماتوگوني 6ها در گروه کنترل و تجربي : مقایسه تعداد سلول ـ6شكل 

  P<0.001 ،***  P<0.01  ،**P<0.05  ،*M  SEM( سمينيفر، 8 ،لایدیگ (5( سرتولي، 1 ( اسپرم،9 
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 ( گروهCميكروليتر(،  22)تستوسترون( با دوز متوسط ) ( گروه تجربيB( گروه کنترل، Aوگراف مقطع بيضه نابالغ فتوميكر ـ2شكل 

 X477ميكروليتر(، بزرگنمایي  677( با دوز متوسط )PMSGتجربي )

 

 بحث 

به عنوان یك مدل  NMRIکشت اندام بيضه موش نابالغ نژاد 

 PMSGمون زیستي آزمایشي و در دوزهاي مشخصي از هور

نشان داد که این هورمون اثر قابل توجهي بر در محيط کشت 

 هاي اسپرماتوژنز دارد.روي سلول

سازي شامل مراحل پيچيده و دقيق تمایــز سـلولي در   اسپرم

در سـن بلـوغ آغــاز شـده و در طـول       پستانداران است، که

هـاي  یابد که در نتيجة آن سـلول زندگي توليدمثلـي ادامه مي

 تقســـيم شـــده و حاصـــل تقســـيمات ميــــوزي، بنيـــادي،

اسپرماتيـدهاي هاپلوئيـدي اسـت کـه در بيضـه و اپيدیـدیم      

تغييرات اساسـي روي آنها صـورت گرفتـه تـا اسپرمــي بـا      

ها اثـر تحریكــي مهمـي    عملكـرد کامل ایجاد شود. هورمون

اسپرماتوژنز، فرآیندي ضروري در  [.1] بر اسپرماتوژنـز دارند

رونــد  ، وان و توليــدمثل انســان اســتقــدرت بــاروري مــرد

اي است کـه عملكـرد صـحيح آن، مسـتلزم عملكـرد      پيچيده

-همزمان فاکتورهاي آندوکرین و پاراکرین و ميانكنش سلول

، LHباشــد. هورمــون هــاي اســپرماتوژنيك و ســرتولي مــي 

ــون  ــدهFSHتستوســترون و هورم ــرل کنن ــاي اصــلي ، کنت ه

 [.65اسپرماتوژنز هستند ]

هاي گليكـوپروتئيني  متعلق به خانواده هورمون FSHهورمون 

ــامل  ــون   hCGو  TSH،LHشـ ــن هورمـ ــت. ایـ ــا، اسـ هـ

C 

A B 
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-هـاي دي هترودایمرهاي غني از اسيد آمينه سيسـتئين و پـل  

ها، در زیر واحد بتاي باشند و تفاوت این هورمونسولفيد مي

آنها است. این هورمون از هيپوفيز آزاد شده به گيرنـده خـود   

اي سرتولي متصـل مـي شـود و مسـيرهاي     هدر سطح سلول

کند. اتصال ها طي ميانتقال پيام را در داخل این سلولمتعدد 

FSH هـاي سـرتولي، سـبب سـنتز پـروتئين متصـل       به سلول

گليكـوپروتئيني   ABPشـود. ( مـي ABP) شونده به آنـدروژن 

هـاي بسـيار   است که متصل به تستوسـترون شـده و غلظـت   

هاي ليـدیگ را  شده توسط سلولبالایي از تستوسترون توليد 

هاي بر خلاف موش [.9] کنددر موضع اسپرماتوژنز ایجاد مي

سبب القـاي   FSHبالغ، در موش هاي نوزاد، تزریق هورمون 

[. مطالعات نشـان داده  5] اسپرماتوژنز و بلوغ زودرس گردید

هاي با اسپرماتوژنز طبيعي، تزریق هورمون است که در موش

FSH هاري بر اسپرماتوژنز نداشـته، بلكـه سـبب    نه تنها اثر م

نتـایج   [.1] شـود حمایت از مراحل بعدي تمایز سـلولي مـي  

هـاي  حاصل از این تحقيق بيانگر پيشرفت روند بلوغ سـلول 

 حضور داشت بود. PMSGاسپرماتيد در گروهي که هورمون 

اند که تزریق این هورمون اثر منفي هایي نشان دادهاما بررسي

در کـار   [.4] حرک و مورفولوژي اسـپرم دارد روي غلظت، ت

ــون   ــده هورم ــام ش ــاتي انج ــك  PMSGتحقيق ــبب تحری س

تبـدیل بـه    Aهاي اسپــرماتوگوني  اسپرماتوژنز شده و سلول

ـــرماتوگوني  ـــرماتوگوني  Bاسپــ ــه  Bو اسپــ تبــــدیل بــ

 PMSGانـد. در محيطـي کـه هورمـون     ها شدهاسپرماتوسيت

تعـداد اسپرماتوسـيت،    داري درتزریق شده بود افزایش معني

اسپرماتيد و اسپرم در گروه نابـالغ مشـاهده گردیـد. حضـور     

سبب شـروع فرآینـد اسـپرماتوژنز و بلـوغ      PMSGهورمون 

اســپرماتوزوآ شــد. در صــورتيكه در گروهــي کــه هورمــون  

تستوسترون بـه تنهـایي حضـور داشـت بلـوغ اسـپرماتوزوآ       

است کـه  هاي موجود، حاکي از این گزارش مشاهده نگردید.

هاي سلول بـه سـلول   روند اسپرماتوژنز به یك سري تداخل

   [.64] بستگي دارد

هـاي لایـدیگ و   توان به تداخل عمل سـلول در این ميان مي

کـه فقـدان   دهـد  . تحقيقـات نشـان مـي   سرتولي اشاره نمـود 

هاي لایدیگ و کـاهش ترشـح اکسـي توسـين توسـط      سلول

توسيت ها منجر هاي لایدیگ به افزایش تخریب اسپرماسلول

عملكـرد سـلول ليـدیگ را بوسـيله یـك       FSH [.5] شودمي

کنـد، کـه احتمـالا مربـوط بـه      مكانيسم غيرمسـتقيم القـا مـي   

هاي سرتولي در اثـر   آزادسازي فاکتورهاي پاراکریني از سلول

[. در تحقيق صـورت گرفتـه   67] است FSHتحریك مستقيم 

هـاي  لدر محيط تعداد سلو  PMSGبا وجود حضور هورمون

داري کـاهش  سرتولي و لایدیگ در تمام گروه به طور معنـي 

توان دليل آن را ناشـي از عـدم آزادسـازي    یافته است که مي

 هاي سرتولي در اثـر تحریـك   فاکتورهاي پاراکریني از سلول

ــط   دانســت. FSH مســتقيم ــه توس  Tesarikدر پژوهشــي ک

 ها در توليد تستوسترون بوسـيله صورت گرفت نتایج بررسي

دهـد کـه توليـد تستوسـترون در      هاي ليدیگ نشان مي سلول

 اسـت و  FSHسطح پایه محيط کشت، مشـروط بـر حضـور    

به تنهایي براي اسپرماتوژنز کـافي   LHحضور تستوسترون و 

نيســتند. در واقــع، در تقابــل بــا نقــش خــوب محــرز شــده  

هـاي پسـتانداران    تستوسترون در حفظ اسپرماتوژنز در بيضـه 

دهند که تستوسترون بـه طـور    زارش نشان ميبالغ، چندین گ

   [.69] دهد ها را تحت تأثير قرار مي ژنزمنفي شروع اسپرماتو

در تحقيق انجام شده در گروهي که تستوسـترون بـه تنهـایي    

داري در گـروه نابـالغ   تزریق شده بـود هـيا افـزایش معنـي    

 FSHتحقيقي نشان داده شده اسـت کـه   در  مشاهده نگردید.

اي در هسته نظير تراکم هسته، مهـاجرت  ت ویژهسبب تغييرا

محيطي و برجستگي هسته در اسپرماتيد هاي انسان مي شود. 

به عبارت دیگر، رشد دم در اسپرماتيد گرد، تسریع تقسيمات 

ميتوزي، تراکم هسته و طویل شدن اسپرماتيد گرد وابسته بـه  

FSH ایـن هورمـون  در تحقيق حاضر  [.69] است(PMSG)  

 ل اسپرماتيدها به اسپرم و بلوغ آنها گردیده است.سبب تبدی
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