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 چکیده

د استفاده از امواج اولتراسوند مانن یننو یهاهستند. روش یسازروند اسپرم یدر ابتدا یاسپرماتوگون یادیحجرات بن 

امواج  راتیمطالعه، تأث ینتعداد حجرات اثربخش باشد. در ا یشافزا یبر رو تواندیم یینمخصوصاً امواج اولتراسوند با شدت پا

 یادیبن حجرات .یماکرده یرا بررس یموش یاسپرماتوگون یادیحجرات بن یبر رو ایینبا شدت پ یمگاهرتز 6اولتراسوند 

 یلهمطالعه، دما به وس ینسرم جدا شد. در مرحله اول ا FBS 6۰% یحاو DMEMکشت  یطاز موش نوزاد در مح یتوگوناسپرما

 ادییحجرات بن ی،کشت کنترل شد و در فاز بعد یطمح یظرف کشت حاو یبر رو یینتابش امواج اولتراسوند با شدت پا

روز قرار گرفتند  ۵به مدت  2mW/cm ۹۰۰و ۹۰۰، 6۰۰ یهاشدتبا  یینبا شدت پا ندتحت تابش امواج اولتراسو یاسپرماتوگون

ت حجرا یبر رو یپالس یینامواج اولتراسوند با شدت پا یکیتحر اثر شده است. یدر روز هفتم بررس زایییو کلون یرتکث یزانو م

 یزانم انگینیداد. م یشرل افزابا گروه کنت یسهآزمون در مقا یهارا در گروه زایییو کلون یرتکث یزانم ی،اسپرماتوگون یادیبن

 ۰۹/۰ و ۰۹/6 ± ۰۹/۰، ۹۱/۹ ± ۰۹/۰ ،۳۱/6 ± ۰۹/۰ یبو کنترل به ترت 2mW/cm  ۹۰۰و ۹۰۰، 6۰۰ یهادر گروه یرتکث

 ۹۹±۹/6 ،۵۹±9/۹ ،9۵±۹/6 یبو کنترل به ترت 2mW/cm و  ۹۰۰، 6۰۰ یهادر گروه هایتعداد کلون میانگین. بود ۱۱/6 ±

 ± ۹/6۹ ،۹/۹۹۵ ± ۹/۱ یبو کنترل به ترت 2mW/cm  ۹۰۰و ۹۰۰، 6۰۰ یهادر گروه هایقطر کلون ینمیانگ. بود ۹۰±۹/۰ و

زمون آ یهادر گروه هایو تعداد کلون یرتکث یزاننشان داد که در م یجبود. نتا میکرومتر ۹/۹69 ± 6/۳و  ۱/۹۰۹ ± ۱/۵ ،۱/۹۰9

آزمون و  یهادر گروه هایقطر کلون ینکه ب ی؛ در حال((P<0.05وجود داشت  دارییمعن یشبا گروه کنترل، افزا یسهدر مقا

و  روش مؤثر تواندیم یینکه امواج اولتراسوند با شدت پا کندیم یشنهادپ یجنتا این وجود نداشت. دارییکنترل تفاوت معن

 اشد.ب in vitroکشت  یدر ط یاسپرماتوگون یادیحجرات بن زایییو کلون یربهبود تکث یبرا ایینههزکم

 امواج اولتراسوند یادی،حجرات بن یی،زایکلون یر،تکث های کلیدی: واژه
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  مقدمه

 ها،یاتوگوناسپرم یتوزما یمآغاز و با تقس یاسپرماتوگون یادیحجرات بن یزبا تما ییزااسپرم یندفرا

اسپرماتوزا  یده تولب منجر یتاًدنبال و نها یدهادر اسپرمات یکیمورفولوژ ییراتو تغ هایتاسپرماتوس یوزم یمتقس

 یشبردئول پها مسنفروس توبول یسم یهپا یغشا یقرار گرفته بر رو یاسپرماتوگون یادی. حجرات بنشودیم

 . (6)است ییزاروند اسپرم ینا

 ندیفرا ینبرخوردار است و درک ا ییبالا یتلابراتوار از اهم یطدر مح یسازاسپرم یندشناخت فرا

 یرهخکشت، ذ ی،جداساز یندفرا یندرک ا یهااز راه یکیکند.  یمرمان افراد عقبه د یانیکمک شا تواندیم

 . (۹)لابراتوار است یطدر مح یاسپرماتوگون راتحج یرو تکث

عوامل  ین. از جمله ادهندیالشعاع قرار مرا تحت یسازاسپرم یندوجود دارند که فرا یادیعوامل ز

ه اشار ینالو حجرات جرم یحجرات سرتول ینو واکنش ب ها و کنشرشد، هورمون یبه فاکتورها توانیم

فقدان اسپرم، کاهش تعداد اسپرم  یرنظ یاز موارد عقامت، مشکلات %9۰که در  دهدیکرد. مطالعات نشان م

ر کاهش د یلموارد به دل یکاهش تعداد اسپرم در بعض ین. اخوردیکاهش تحرک اسپرم به چشم م یاو 

 . (۹)است یاسپرماتوگون یادیهمان حجرات بن ایاسپرم  یتعداد حجرات اجداد

 زایییونمهم بوده و کل یکشت، امر یطدر مح ماتوگونیاسپر یادیحجرات بن یزو تما یرتکث سازی،یغن

 یرنظ یمطالعات بعد یکه برا آوردیرا فراهم م ینالاز حجرات جرم یمنبع باارزش ی،حجرات اسپرماتوگون

 طیو ... در مح یاسپرماتوگون یادیحجرات بن یزدرمان عقامت، تما یبرا ینالحجرات جرم یوندانجماد، پ

 . (9)است ندارزشم یارلابراتوار، بس

مخصوصاً امواج  ی،از جمله استفاده از امواج صوت ینینو یهااند که روشنشان داده یرمطالعات اخ

 یر، تأثشند. در حال حاضرتعداد حجرات اثربخش با یشو افزا یردر تکث تواندیم ییناولتراسوند با شدت پا

است.  و ... شده یزتما یر،رشد، تکث یشمنجر به افزا یادیانواع حجرات بن یمثبت امواج اولتراسوند بر رو

شده از بند قمشت یمیمزانش یادیحجرات بن یرتکث یشامواج باعث افزا یناند که انشان داده یمطالعات قبل

شده است.  (۰)یشده از چربمشتق یادیو حجرات بن (۱)یتیکهماتوپوئ یادی، حجرات بن(۵)یناف انسان

 یشده است. وقت (6۰)یبروبلاستو ف (۳و  ۹)یتکندروس جراتح یرتکث یشامواج باعث افزا ینا ینهمچن

برهم  یقز طرا یکرومکانیکیفشار م یجادباعث ا شوند،یمنتشر م یولوژیکالب یهاامواج اولتراسوند در بافت

. (66)شوندیدر سطح حجرات م یوشیمیاییب یعرانجام باعث وقاشده و س یمولکول یهاکنش
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 یامطالعه یچدر ه یاسپرماتوگون یادیحجرات بن یرو یینامواج اولتراسوند با شدت پا یرتاکنون تأث

 یرکثت یتمردان و اهم یدر بارور یاسپرماتوگون یادینشده است. با توجه به نقش مهم حجرات بن یبررس

 ریبر آن است که تأث یپژوهش سع یندرمان عقامت با علل مردانه، در ا یرات براحج ینا زایییو کلون

 یاتوگوناسپرم یادیحجرات بن زایییو کلون یرتکث یرا بر رو یینبا شدت پا یمگاهرتز 6 وندامواج اولتراس

 .شود یبررس

 هامواد و روش

 یو کشت حجرات اسپرماتوگون یجداساز

 یخانه دانشکده علوم پزشک یوانبالغ در ح(  (NMRIر و ماده نژادن یهاموش ی،مطالعه تجرب یندر ا

شدند. تمام  ی( نگهدارییو روشنا یکیساعت تار 6۹:6۹)مناسب یطمدرس تحت شرا یتدانشگاه ترب

 شکیزدانشکده علوم پ یاخلاق پزشک یتهمصوب کم ینمطالعه، طبق مواز ینشده در ااستفاده یهاروش

ان( )ساخت کشور آلم یگمامطالعه از شرکت س ینشده در اتمام مواد مصرف مدرس انجام و یتدانشگاه ترب

و  یشده جوانمردو مطابق با روش اصلاح (6۹)حجرات با توجه به مطالعات گذشته یشد. جداساز یهته

د. اتولوگ انجام ش یبا حجرات سرتول یحجرات اسپرماتوگون یکشتهم یستمس یجادا یبرا (6۹)همکاران

روزه، برداشته  ۵تا  ۹سر موش نوزاد نر  6۰تا  ۵ هاییضهب ی،حجرات اسپرماتوگون یداسازهر بار ج یبرا

 یطوشو و سپس به محشست PBS (Phosphate Buffer Serum)شده در خارج هاییضهشد. ابتدا ب

مجدد،  وشویستمنتقل شد. بعد از ش DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)کشت 

 DMEMکشت  یطها در محجدا شدند و سپس نمونه هایضهاز ب یدیدیممثل اپ یاضاف یهاکپسول و بافت

 شدند. یمتر تقس( به قطعات کوچکلیتریلیبر م گرمیلیم ۵/۰کلاژناز ) یمآنز یحاو

کربن قرار گرفته و  اکسیدید ۵و % گرادیدرجه سانت ۹۹در داخل انکوباتور  یمحجرات و آنز مخلوط

 یقهدور در دق 6۵۰۰حجرات با سرعت  یقهدق 6۵با هم مخلوط شدند. بعد از  یپته از پبا استفاد یقهدق ۵هر 

 ۹ حجرات یی،رو یعختن مایشدند. بعد از دور ر یفیوژسانتر گرادیدرجه سانت 9 یدر دما یقهدق ۵به مدت 

 گرادیسانتدرجه  9 یدما یقهدق ۹به مدت  یقهدور در دق 6۰۰۰شسته شده و با سرعت  PBSبار با استفاده از 

درصد به پلاک حجرات در کف لوله فالکون  6/۰ یپسینتر یمآنز لیتریلیم ۹مرحله  ینشدند. در ا یفیوژسانتر

حجرات کاملاً به صورت مجزا درآمدند. در ادامه  ینکها اشد ت یپتاژپ یهثان ۱۰اضافه شده و به مدت 

بود به صورت  یو سرتول یونحجرات اسپرماتوگ یحجرات به دست آمده که اغلب حاو یونسوسپانس
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درصد  6۰و  DMEMکشت  یطمح یحاو مترییلیم ۹۵ یهادر ظرف کشت یو با تعداد مساو یکشتهم

 بار انجام شد. یکروز  ۹کشت هر  یطمح یضکشت داده شدند. تعو FBSسرم 

 یبر حجرات اسپرماتوگون یینامواج اولتراسوند با شدت پا تابش

 یروز( با توجه به مطالعات قبل ۵مگاهرتز به مدت  6)فرکانس  یهلاو یو پارامترها یدهتابش روش

 یقامواج را از طر (PHYSIOMED, Germany)صورت که دستگاه اولتراسوند  ینانجام شد. به ا (۰و  ۱)

و  یوسرترانس د ینب (coupling) ینگبه واسطه ژل کوپل متریلیم ۹۵با سطح مقطع  یوسرترانس د یک

به حجرات  52CO%و  گرادیدرجه سانت ۹۹ یشت و در داخل انکوباتور با دماظرف کشت از ته ظرف ک

، 6۰۰ یهاکشت و بدون سلول با شدت یطمح یدر مرحله اول ظرف کشت حاو ) A-6شد )شکل یدهتاب

 یطمح ایقرار داده شد. همزمان دم یمگاهرتز 6تحت تابش امواج اولتراسوند  2cm/mW  ۹۰۰و ۹۰۰

 یعنی یپرترمیحد ها یرتابش، ز یمناسب برازمان  (  B-6کنترل شد )شکل  ومتریکروترمم یلهکشت به وس

 6امواج اولتراسوند  ی،در نظر گرفته شد. در مرحله بعد گرادیدرجه سانت 6 یشافزا یزمان لازم برا

 و زمان به دست آمده از فاز اول استفاده شدند. 2mW/cm  ۹۰۰و ۹۰۰، 6۰۰ یهابا شدت یمگاهرتز

 

 

 طیمح یکشت و دما یطمح یدما یریگاندازه یبرا یکروترمومترم یریامواج اولتراسوند و به کارگ یدهروش تابش .0شکل 

 حجرات یانکوباتور بر رو

 

 یحجرات اسپرماتوگون زایییو کلون یرتکث یزانم یبررس

مختلف به کمک شمارش حجرات مخصوص، شمارش و با  یدر روزها یتعداد حجرات اسپرماتوگون

مشتق از  هاییصورت گرفت. کلون (69)یبر اساس مطالعات قبل زایییکلون یابیشدند. ارز یسهقاهم م
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 ,Ziessمعکوس ) یکروسکوپهفتم از نظر تعداد و قطر به کمک مدر روز  یحجرات اسپرماتوگون

Germany) مدرج  یمجهز به لنز چشمOcular grid)) .انجام شد 

 

 تجزیه و تحلیل آماری

 یزآنال یآمار یها، به کمک آزمون6۱نسخه  SPSSافزار مطالعه با استفاده از نرم ینا یتاهاید یهکل

بار تکرار  ۹ یشاتشدند. تمام آزما یلو تحل یه، تجزTukey یلیو آزمون تکم T-testطرفه و  یک یانسوار

ها گروه نیب یسهدر مقا دارییارائه شده است. سطح معن معیار انحراف ± یانگینبه صورت م یجشده و نتا

۰.۰۵  P< در نظر گرفته شد. 

 

 نتایج

 کنترل دما

ه ب یپرترمیها یجادا یمرحله کنترل دما، مدت زمان لازم برا هاییحاصل از بررس یجبر اساس نتا

 ۹۰۰، ۹۱۰حدود  یببه ترت 2mW/cm  ۹۰۰و ۹۰۰، 6۰۰ یهابا شدت یمگاهرتز 6امواج اولتراسوند  یلهوس

 . ( ارائه شده است۹تابش امواج در )شکل  یدما ط یشبود. روند افزا یهثان ۳۰و 

 

 
 کشت یطدما در مح یشافزا گرادیدرجه سانت 6 یجادا ی. زمان لازم برا۹شکل 

 .هستند 2mW/cm  ۹۰۰ یو آب 2mW/cm  ۹۰۰ سرخ، 2mW/cm  6۰۰ سبز منحنی
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 ارزیابی میزان تکثیر حجرات اسپرماتوگونی 

شت نشان ک یطدر مح یحجرات اسپرماتوگون زایییو کلون یرثروند تک یبه دست آمده از بررس یجنتا

اده است. د یشحجرات را افزا ینا زایییو کلون یرتکث یزانمذکور، م یداد که امواج اولتراسوند با پارامترها

 (A-9کل در )ش لتراسوندامواج او یرتحت تأث یحجرات اسپرماتوگون یرتکث یزانم یحاصل از بررس یجنتا

 در شد برابر( ۱۱/6 ±۰۹/۰در گروه کنترل، ) یت. بعد از هفت روز کشت، حجرات اسپرماتوگونارائه شده اس

( ۹۱/۹ ± 6۰/۰) ،۹ آزمون گروه در برابر،( ۳۱/6 ±۰۹/۰، )6حجرات در گروه آزمون  یرتکث یزانکه م حالی

نسبت  ۹روه آزمون در گ یرتکث یزاننشان داد که م آماری یزآنال نتایج. شد( ۰۹/6 ±۰۹/۰) ،۹ آزمون گروه و

در گروه  یرتکث یزانم ینهمچن (.P<۰۵/۰بود ) یشترب دارییو کنترل به طور معن ۹، 6به سه گروه آزمون 

 یزانم یانگینم ینب (.P<۰۵/۰بود ) یشترب دارییو کنترل به طور معن ۹نسبت به دو گروه آزمون  6آزمون 

 ملاحظه نشد. دارییو کنترل اختلاف معن ۹آزمون  یهادر گروه یرتکث

 یاسپرماتوگون یادیحجرات بن اییزیکلون یکمّ ارزیابی

 نیکشت نشان داد که ا یطدر مح یحجرات اسپرماتوگون زایییروند کلون یحاصل از بررس نتایج

کردند. در  یجادا (B-۹)شکل  یو در ادامه کلون (A-۹حجرات در ابتدا تجمعات حجرات شکل داده )شکل 

حجرات  زحاصل ا هاییتعداد کلون یشذکر شده باعث افزا یتراسوند با پارامترهاامواج اول یان،م ینا

شامل تعداد و  زایییکلون یحاصل از بررس یجنداشت. نتا یریتأث هایبر قطر کلون یشد؛ ول یاسپرماتوگون

وه در گر هاینشان داد تعداد کلون یآمار یزآنال یجارائه شده است. نتا (C-9و  B-9در )شکل  هایقطر کلون

( به ۹۰±۹/۰) کنترل( ۹۹±۹/6) ۹ آزمون ،(9۵±۹/6) 6آزمون  هایگروه به نسبت( ۵۹±9/۹) ۹آزمون 

 نسبت( 9۵ ± ۹/6) 6گروه آزمون  هاییتعداد کلون ینهمچن .(P<۰۵/۰داشت ) یشافزا دارییطور معن

( ۹۹ ± ۹/6) ۹آزمون  گروه هایکلونی تعداد و( ۹۰ ± ۹/۰) کنترل و( ۹۹ ± ۹/6) ۹آزمون  هایگروه به

تعداد  یانگینم ین؛ هرچند ب(P<۰۵/۰بود ) یشترب دارییبه طور معن نیز( ۹۰ ± ۹/۰) کنترل به نسبت

 هایینشان داد که قطر کلون یجنشد. نتا یدهد دارییو کنترل اختلاف معن 6آزمون  یهادر گروه هایکلون

 .نداشتند ریدایمختلف با هم اختلاف معن یهابه دست آمده در گروه

 

 شده به دنبال  یجاد. تجمعات حجرات ا۹شکل 
 یحجرات اسپرماتوگون یماتتقس
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 آزمون و کنترل یهاگروه ینب (B and C) زایییو کلون (A) یرتکث یزانم یسه. مقا1شکل 
A : کنترل با گروه  داریتفاوت معن(P<0.05). B  0با گروه آزمون  داریتفاوت معن  (P<0.05). C با گروه  داریوت معنتفا

 (P<0.05) 8آزمون 
 2mW/cm 100با شدت  یمگاهرتز 0روز تابش امواج اولتراسوند  8تحت  یاسپرماتوگون یادی: کشت حجرات بن0آزمون  گروه
 2mW/cm 200با شدت  یمگاهرتز 0روز تابش امواج اولتراسوند  8تحت  یاسپرماتوگون یادی: کشت حجرات بن2آزمون  گروه
 2mW/cm 300با شدت  یمگاهرتز 0روز تابش امواج اولتراسوند  8تحت  یاسپرماتوگون یادی: کشت حجرات بن2ن آزمو گروه

 بدون تابش امواج اولتراسوند یاسپرماتوگون یادیکنترل: کشت حجرات بن گروه
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 بحث

ج الابراتوار از روش تابش امو یطدر مح یاسپرماتوگون یادیحجرات بن سازییغن یمطالعه برا یندر ا

 ادییخلوص حجرات بن یزانم کهیناستفاده شده است. با توجه به ا یینبا شدت پا یمگاهرتز 6اولتراسوند 

سطح است،  ین( در بالاترزرو ۱ساز موش نوزاد )سن کمتر از اسپرم یهالوله یدر بافت پوشش یاسپرماتوگون

 روزه استفاده شده است. ۵تا  ۹مطالعه از حجرات موش  یندر ا

 یرو آن یمنف یراتو به دنبال آن تأث یپرترمیها یجاداز ا گیرییشدما و پ یشترل افزاکن برای

و  Pengامواج اولتراسوند کنترل شد.  یرکشت تحت تأث یطمح یدما ی،اسپرماتوگون یادیحجرات بن

 یادیحجرات بن یرا بر رو یینتابش امواج اولتراسوند با شدت پا یط ۹۰6۹همکارانش در سال 

در نظر  یرا به صورت عموم گرادیدرجه سانت ۹۰ یرا گزارش نکردند و دما ییدما ییراتتغ یک،توپوئیتهما

امواج  یرتأث یزن 6۹۹۰و همکارانش در سال  ی. همراه(۱)گرفته و تابش امواج اولتراسوند را انجام دادند 

ما تا د یشد که افزاکردن انها عنومطالعه کردند. آن یمیحجرات مزانش یرا رو ییناولتراسوند با شدت پا

 .(6۵)مجاز بوده و از آن فراتر نرفته بوده است گرادیدرجه سانت یک

 یزانم یمختلف بر رو یهابا شدت یینبا شدت پا یمگاهرتز 6امواج اولتراسوند  یرمطالعه، تأث ینا در

اصل شد که ح یجهنت ینو ا یلابراتوار بررس یطدر مح یاسپرماتوگون یادیحجرات بن زایییو کلون یرتکث

 زایییو کلون یرتکث میزاندر  یاقابل ملاحظه یشباعث افزا یین،با شدت پا یمگاهرتز 6امواج اولتراسوند 

که  کنندیم یجادا ی. امواج اولتراسوند فشارشوندیبعد از هفت روز کشت م یاسپرماتوگون یادیحجرات بن

را فعال  هاینتگرینحجرات، ا یغشا یتخارج حجرات و برهم زدن تمام یکسواکنش با ماتر یلهبه وس

خارج حجرات القا  یکسبه لرزش در ماتر خها در پاسرا در ساختار آن ییمحتوا ییریو تغ کنندیم

ات و خارج حجر یکسماتر ینکه ب اندیمریکهترود ییعرض غشا هایینپروتئ ها،ینتگرین. ا(6۱)کنندیم

 ییراتتغ یاالق هاینتگرین. نقش اکنندیتباط برقرار مار ین،اکت هاییلامنتاسکلت داخل حجرات و ف یاجزا

ضوع مو ین. اکنندیها را ظاهر مآن یگاندفعال کرده و محل اتصال ل اها رکه آن یاست به صورت ییمحتوا

متصل  یارتباط یهامولکول یگراسکلت حجرات و د یکه به اجزا کندیرا قادر م هاینتگرینبه نوبه خود ا

معمولاً در پاسخ به  یرهامس ین. ا(6۰)را فعال کنند یداخل حجرات متعدد یتباطار یرهایشده و مس

ر سطح سلول حساس د یکیمکان یرندهبه عنوان گ هاینتگرینا ینبنابرا شوند؛یفعال م انیکیمک یفشارها

 .(6۹)کنندیم یتفعال
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Iwashina  یبر رو یینگزارش کردند که امواج اولتراسوند با شدت پا ۹۰۰۱و همکاران در سال 

. (6۳)ود شیحجرات م یرو تکث یکانپروتئوگل یدتول یشخرگوش باعث افزا یامهره ینب یسکحجرات د

Jong  حجرات  ریباعث بهبود تکث ییننشان دادند که امواج اولتراسوند با شدت پا ۹۰۰۳و همکاران در سال

نشان دادند  ۹۰6۹مکاران در سال و ه Peng. (۵)شوند یم یمشتق شده از بند ناف انسان یمیمزانش یادیبن

و حفظ قدرت  ریتکث یشمنجر به افزا یک،هماتوپوئت یادیحجرات بن یرو یینکه امواج اولتراسوند با شدت پا

د حجرات درص یرو یریکه تأث الیدر ح شود؛یم یتروئیدار هاییکلون یلتشک یشحجرات، افزا ینا یستز

CD34+   وCD14+ ینیمطلوب امواج اولتراسوند با شدت پا یراته تأثها معتقد بودند ک. آننداشت 

 ییشناسا یراب یتیکساز هماتوپوئ یشپ یادیحجرات بن یزو تما یستحفظ قدرت ز یر،تکث یبر رو یپالس

 .(۱)است یشترب یقاتتحق یازمندآن، ن یمولکول هاییسممکان

 

 گیرینتیجه

به  یینمگاهرتز با شدت پا 6لتراسوند پژوهش نشان داد که امواج او ینحاصل از ا یجنتا یطور کل به

 Inدر  یاسپرماتوگون یادیحجرات بن سازییبهبود غن یبرا ینههزو کم یبدون عوارض جانب یعنوان روش

Vitro است 
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