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  89 اسفند 18: پذیرش    89 آذر 3: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز ن ژن برخی آنزیمبیا مرفین و

  چکیده

دو ) AgRP ،Agouti-related peptide(و پپتید وابسـته بـه آگـوتی    ) GnIH ،Gonadotropin inhibitory hormone(هورمون مهار کننده گونادوتروپین : مقدمه

در کـاهش   AgRPو  GnIHهمچنـین اثـرات   . شـوند هیپوتالاموس میش بیان می) Arc ،Aracuate nucleus(هاي هسته کمانی نوروپپتید محرك اشتها هستند که در نورون

هیپوتالاموس مـیش   Arcدر  AgRPو  GnIHهاي هدف مطالعه حاضر بررسی هم بیان شدن نورون. ترشح هورمون محرك گونادوتروپین در برخی پستانداران روشن شده است

  .بود

  بیـان   و درصـد هـم   AgRPو  GnIHهاي بیان کننـده  تقسیم شدند و تعداد نورون) n=3(برداري شده  هاي فولیکولی، لوتئال و تخمداننه راس میش به گروه :هاروش  

  .هر گروه با روش ایمیونوهیستوشیمی تعیین شد Arcشدن این دو پپتید در 

  .هاي مختلف تخمدانی میش با هم بیان شدندهیپوتالاموس در حالت Arcدر  GnIHو  AgRPهاي از نورون% 32تا  19 :یافته ها

  .دهدهاي تخمدانی میش نشان میهیپوتالاموس را در کنترل فعالیت Arcدر  GnIHو  AgRPهاي مطالعه حاضر نقش مشترك احتمالی یافته :جه گیريینت

  

  به آگوتی، هسته کمانی، میشهورمون مهار کننده گونادوتروپین، پپتید وابسته  :هاي کلیدي واژه

  *مقدمه

ــادوتروپین     ــده گونــ ــون مهــــار کننــ ، GnIH(هورمــ

Gonadotropin inhibitory hormone ( یک ترکیب دوازده

) آلانینآرژنین ـ فنیل (پپتیدي از خانواده پپتیدهاي آر ـ اف آمید  

)RFamide peptide (  ــار در سیســتم ــه نخســتین ب اســت ک

  

  

namavarm@sums.ac.ir                     :نویسندة مسئول مکاتبات**

  www.phypha.ir/ppj                                     :        وبگاه مجله

ایـن  . ]24[هیپوتالاموس ـ هیپوفیزي بلـدرچین شناسـایی شـد     

ها به نام مهاري در سنتز و ترشح گونادوتروپین پپتید به دلیل اثر

GnIH  هاي نورون. ]28[خوانده شدGnIH    در هسـته اطـراف

ــی  Paraventricular(بطنــ nucleus ( ــواحی ــایر نــ و ســ

ارتبـاط بـین آکسـون    . ]25[هیپوتالاموس پرندگان قـرار دارنـد   

ــورون ــاي ن ــورون GnIHه ــا ن ــاي ب ــدگان و  GnRHه در پرن

باعـث   GnIHپپتیـد  . ]15, 3[پستانداران نشان داده شده است 

ــادوتروپین  ، GnRH(کــاهش ترشــح هورمــون آزاد کننــده گون

Gonadotropin releasing hormone (شودمی.  
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ــه در گوســفند  ]27[در پســتانداران  ــد  ]8[و از آن جمل پپتی

-RFRP ،Arginine(آلانـین ـ آمیـد    آرژنین ـ فنیل وابسته به 

phenylalanine-amide-relatedpeptide ( ــامل ــه شــ کــ

RFRP-1 ،RFRP-2  وRFRP-3 ــی ــابه  م ــرات مش ــود، اث ش

GnIH انـد کـه   هـا نشـان داده  پژوهش. داردmRNA   و پپتیـد

GnIH/RFRP داخلی  -هاي پشتیدر هسته)Dorsomedial (

, 12[انـد  همستر متمرکـز شـده  هیپوتالاموس موش صحرایی و 

ترشح  RFRPتزریق داخل بطن مغزي و تزریق عمومی  و ]15

در ) LH ،Luteinizing hormone(هورمـون لـوتئینی کننـده    

به تازگی مشخص شده است کـه  . ]15[کند همستر را مهار می

RFRP-3 ـ داخلی میش سبب مهار ترشح  هاي پشتیدر هسته

  . ]20[شود گونادوتروپین می

-AgRP ،Agouti(از ســوي دیگــر پپتیــد وابســته بــه آگــوتی 

related peptide ( نـورون . ]21[نیز یک پپتید اشتهاآور است-

اي در ن کننــده ایــن پپتیــد نیــز بــه شــکل گســتردههــاي بیــا

ــانی    ــته کم ــوص هس ــه خص ــفند ب ــالاموس گوس ، Arc(هیپوت

Arcuate nucleus (هاي زیادي در نورون. ]2[اند پراکنده شده

Arc  همAgRP  و هم نوروپپتیدY )NPY ،Neuropeptide

Y (11[کنند که پپتید اشتهاآور دیگري اسـت  را بیان می[ .Arc 

کنـد و  هاي متابولیکی عمـل مـی  به عنوان واسطه تاثیر سیگنال

هـاي  در این هسته به عنوان واسطه NPY/AgRPهاي نورون

کلیدي در پاسخ به کمبودهاي غـذایی و تنظـیم تعـادل انـرژي     

ــین، (هــاي مختلفــی هورمــون. کننــدعمــل مــی انســولین، لپت

 AgRPسبب تغییرات بیـان شـدن   ) گلوکوکورتیکوئیدها و غیره

نشـان  . ]21[شـوند  بر اساس تنظیم مکانیزم هموستاز انرژي می

باشـد  در تنظیم تولیدمثل نیز موثر می NPYداده شده است که 

]1[ .  

هاي بیـان کننـده   همچنین نشان داده شده است که نورون

NPY هاي ترشح کننده به بدنه نورونGnRH در ناحیه پیش-

ــایی  Preoptic(بین area (   ــرار ــالاتی برق ــالاموس اتص      هیپوت

هـاي  در مـوش  NPYبـا تزریـق درون بطنـی    . ]10[کننـد  می

بـا   .]13[مهـار شـد    LHرایی تخمدان برداري شده ترشح صح

در هیپوتالاموس گوسفند بـه   AgRPو  GnIHتوجه به این که 

عنوان میانجی مهار محور تولیدمثلی عمل مـی کننـد و ارتبـاط    

بین تولید مثل و انرژي مشخص است؛ فرض بر این اسـت کـه   

هیپوتـالاموس   Arcممکن اسـت بخشـی از جمعیـت نـورونی     

و  GnIHرا با هم بیان کننـد و پپتیـد    AgRPو  GnIHمیش، 

AgRP   دانی نسـبت بـه زمـان    در زمان نبـود تحریکـات تخم ـ

بنـابراین مطالعـه حاضـر بـا     . فعالیت تخمدانی بیشتر بیان شوند

هدف بررسی هم بیان شدن هورمون مهار کننده گونـادوتروپین  

ــورون  ــوتی در ن ــه آگ ــد وابســته ب ــاي  هســته کمــانی و پپتی ه

  .هیپوتالاموس میش انجام شد

  هاروشومواد

کیلـوگرم و   40نه راس میش از نژاد مخلوط با وزن تقریبی 

گیري، انتخـاب و در شـرایط مشـابه    سال در فصل جفت 3سن 

بر اساس غلظت پلاسـمایی  . اي قرار داده شدندمحیطی و تغذیه

LH  3(ها در مرحله فولیکولی زمانی که میش ]7[و پروژسترون 

داشتند، دو تزریق هپـارین  قرار ) میش 3(و مرحله لوتئال ) میش

سه مـیش  . دقیقه انجام شد 10واحد با فاصله  25000به میزان 

برداري شـدند  هفته پیش از شروع مطالعه تخمدان 3دیگر نیز از 

  .و به همان صورت هپارین به آنها تزریق شد

سـدیم   تزریـق بـا   هـا مـیش بلافاصله بعد از تزریق هپارین 

در ) لیتـر سـالین نرمـال   میلـی  7گـرم در   2حـدود  ( پنتوباربیتال

ي آنها به شکل دو طرفـه  شدند و سرها کشته سرخرگ کاروتید

ــا  ــر 6ب ــداپارافرمالده لیت ــفات   %4 ی ــافر فس ــولار  1/0در ب م

)4/7=pH ( داراي هپارین)پرفیـوز شـدند  ) لیترواحد بر میلی 10 .

پس  .سازي شدآوري و به شرح زیر آمادهجمع Arcبافت حاوي 

جدا شـده و در محلـول    Arcمغز، ناحیه حاوي  از بیرون آوردن

درجـه سـانتیگراد    4در دماي % 4ثابت کننده بافر پارافرمالدهاید 

% 30سپس در محلول سوکروز . به مدت یک شب قرار داده شد

درجه سانتیگراد قرار داده  4مولار در دماي  1/0در بافر فسفات 

اه بـا دسـتگ   میکرومتـر  50بـا ضـخامت    هاي منجمدهقطع. شد

بـه صـورت کورونـال بـرش     ) لیکا، آلمان(میکروتوم فریز کننده 

درجه سـانتیگراد، در محلـول داراي    -20 دماي در داده شدند و

زدگــی تــا زمــان آزمــایش    مــاده حفاظــت کننــده از یــخ   

  .شدند نگهداري ایمیونوهیستوشیمی

براي بررسی ایمیونوهیستوشیمی، قطعاتی از ناحیـه جلـویی،   

نتخاب و روي اسلاید میکروسکوپی تثبیت ا Arcمیانی و پشتی 

ژنـی بـا محلـول    هاي بافت به منظور بازیابی آنتـی قطعه. شدند

دقیقـه در   5مولار فسفات بافر سالین دو بار و بـه مـدت    05/0
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هـا در سـرم بلـوك    سـپس قطعـه  . اجاق میکروویو شسته شدند

 ـ   و % Triton X-100 (3/0( 100کننده حاوي تریتـون ایکـس 

مـولار   1/0محلول در فسفات بـافر سـالین   % 10ز سرم نرمال ب

درجـه   4ساعت در دماي  1سپس قطعات به مدت . قرار گرفتند

کلنـال  بـادي پلـی  بعد مخلوطی از آنتـی . سانتیگراد انکوبه شدند

GnIH )1:1000 ( وAgRP )1:1000 ( بز که در خرگوش تولید

به مدت  اضافه و) بادي استرالیا، ملبورن، استرالیاآنتی(شده است 

  . ساعت انکوبه شد 48

مـولار   05/0ها ابتدا با محلـول فسـفات بـافر سـالین     قطعه

بادي ثانویه بر علیـه خرگـوش آلکسـا    شسته شده و سپس آنتی

488 )Alexa Alexa( 568و آلکســــا ) 488 568) (1:250 (

بـه ترتیـب بـراي    ) جکسون ایمیونوریسرچ لابوریتوریز، آمریکـا (

  .اضافه شدند AgRPو  GnIHنمایان شدن 

 05/0بعد از اینکه نمونه ها با محلول فسفات بـافر سـالین    

اسـلایدها بـا محلـول تثبیـت کننـده ضـد       . مولار شسته شـدند 

) داکـو، آمریکـا  (مـاده فلورسـنت   ) Antifade(کمرنگ شـدگی  

برداري و آماده سـازي در مزرعـه    مراحل نمونه. پوشانیده شدند

ارزیابی نمونه ها بعد از انتقال بی دانشگاه موناش استرالیا و وري

کلیه مراحل پژوهش تحت نظـارت  . در دانشگاه شیراز انجام شد

  .کمیته مراقبت و استفاده از حیوانات دانشگاه موناش انجام شد

هـاي  هیپوتـالاموس نـورون   Arcهـاي مختلـف   در جایگاه

زایـس،  (با میکروسکوپ فلورسنت  GnIHواکنش دهنده ایمنی 

 568نـانومتر و آلکسـا    505در طول موج  488و آلکسا ) آمریکا

هاي در هر قطعه تعداد نورون. شمارش شدند 543در طول موج 

و همچنین   AgRPهاي بیان کننده و نورون GnIHبیان کننده 

  .شمارش شدند AgRPو  GnIHمیزان  هم بیان شدن 

، AgRPو  GnIHهـاي داراي  تفاوت تعداد و درصد نـورون 

و نیز به صورت هم بیان شدن، در هـر سـه   هر کدام به تنهایی 

جلـویی،  (گانـه  هـاي سـه  گروه، با و بدون در نظر گرفتن بخش

، با استفاده از آزمون آنـالیز واریـانس یـک    Arc) میانی و پشتی

بـراي   LSDو آزمـون تکمیلـی   ) one-way ANOVA(طرفه 

 SPSS 5/11افـزار  نـرم (ها آنالیز آماري شـدند  مقایسه میانگین

  ). وزتحت ویند

05/0P≤ در این . دار در نظر گرفته شدبه عنوان سطح معنی

تحقیق نکات اخلاقی کار با حیوانات آزمایشگاهی رعایـت شـده   

  .است

  یافته ها

هــاي بیـان کننــده  اي از حضــور نـورون نمونـه  1در شـکل  

GnIH  در هسته کمانی میش کهAgRP  کننـد  را نیز بیان مـی

آزمـون آنـالیز   . نشـان داده اسـت  برداري شده در میش تخمدان

-واریانس یک طرفه نشان داد که در دو گروه لوتئال و تخمدان

 Arcدر بخـش میـانی    GnIHهـاي  برداري شده، تعداد نورون

داري نسبت به دو بخش دیگر بیشتر هیپوتالاموس به طور معنی

در  AgRPهاي ولی تعداد نورون) ـ الف2، شکل P>05/0(بود 

هیپوتالاموس  Arc) جلویی، میانی و پشتی یعنی(هر سه بخش 

همچنـین  ). ـ الف3، شکل <05/0P(داري نداشت اختلاف معنی

هیپوتـالاموس در   Arcهاي مختلف بدون در نظر گرفتن بخش

هـاي  و نـورون  GnIHهـاي  بین سه گروه مطالعه، تعداد نورون

AgRP بـرداري شـده   داري در گـروه تخمـدان  به صورت معنی

  ).ـ الف4، شکل P>01/0(روه دیگر بود بیشتر از دو گ

در هر سـه گـروه    AgRPبا بیان  GnIHهاي درصد نورون

هیپوتالاموس اخـتلاف آمـاري    Arcمطالعه و در هر سه بخش 

همچنـین درصـد   ). ــ ب 2، شکل <05/0P(داري نداشتند معنی

در هر سه گروه مطالعه و در  GnIHبا بیان  AgRPهاي نورون

ــ  3، شکل <05/0P(داري نداشتند هر سه بخش اختلاف معنی

 Arcهاي مختلف از سوي دیگر بدون در نظر گرفتن بخش). ب

هـاي  هیپوتالاموس در بـین سـه گـروه مطالعـه درصـد نـورون      

GnIH  کهAgRP داري کردنـد، اخـتلاف معنـی   را نیز بیان می

 GnIHکـه   AgRPهاي د نورون؛ ولی درص)<05/0P(نداشتند 

را نیز بیان می کردند، در گروه تخمدان برداري شـده بـه طـور    

  ).ـ ب4، شکل P=02/0(داري بیشتر از دو گروه دیگر بود معنی

در گـروه   GnIHهـاي  تعـداد نـورون   Arcدر هر سه ناحیه 

داري بیشـتر از دو گـروه   برداري شـده بـه طـور معنـی     تخمدان

ولـی ایـن برتـري    ) ــ ج 2، شـکل  P>05/0(مطالعه دیگر بـود  

 هــاي تخمــدانمـیش  AgRPهــاي دار در تعــداد نـورون معنـی 

مشـاهده   Arcهاي جلویی و پشـتی  برداري شده فقط در بخش

  ).ـ ج3، شکل P>05/0(شد 

 AgRPکه  GnIHهاي بین سه گروه مطالعه درصد نورون

بـه صـورت جداگانـه،     Arcکردند، در هر بخـش  را نیز بیان می

ولـی  ) ـ د2، شکل <05/0P(داري نداشتند ف آماري معنیاختلا

کردنـد،  را نیـز بیـان مـی    GnIHکه  AgRPهاي درصد نورون
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   بـرداري شـده بـه طـور     فقط در بخش میانی در گروه تخمـدان 

 
  

) Bو  A(ها مربوط به ناحیه پشتی شکل. کنندرا نیز بیان می) Dو  B( AgRPدر هسته کمانی میش که ) Cو  A( GnIHبیان کننده ) پیکان(هاي اي از نوروننمونه -1شکل 

  .میکرومتر است 20شاخص  .باشندبرداري شده میهسته کمانی در میش تخمدان) Dو  C(و ناحیه جلویی 

هاي مختلف هسـته کمـانی هیپوتـالاموس در سـه     کنند، در بخشرا نیز بیان می AgRPکه  GnIHهاي درصد نورون :Bو  GnIHهاي بیان کننده تعداد نورون :A -2شکل 

هاي مطالعه مختلف بسته بـه بخـش   کنند، در گروهرا نیز بیان می AgRPکه  GnIHهاي درصد نورون :Dو  GnIHهاي بیان کننده تعداد نورون: n .(C=3(گروه مطالعه میش 

     در همـان دسـته سـتون   ) P>05/0(دار حروف نامتشابه بالاي هر سه ستون مجاور نشـانگر وجـود اخـتلاف آمـاري معنـی     . در هسته کمانی هیپوتالاموس مغز میش) n=3(نورون 

.خطاي معیار نشان داده شده است ±نتایج به صورت میانگین . باشدمی
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  ).ـ د3، شکل P>05/0(داري بیشتر از دو گروه دیگر بود معنی

نتــایج مطالعــه حاضــر نشــان داد کــه در گامــه فولیکــولی  

بـرداري   و در گـروه تخمـدان  % 8/23، در گامه لوتئـال  75/18%

و بیـان   AgRPهاي بیان کننـده  از مجموع نورون% 7/31شده 

هیپوتالاموس به طـور همزمـان ایـن دو     Arcدر  GnIHکننده 

  .کنندپپتید را بیان می

 
سـه   هاي مختلف هسـته کمـانی هیپوتـالاموس در   کنند، در بخشنیز بیان می GnIHکه  AgRPهاي درصد نورون: Bو  AgRPهاي بیان کننده تعداد نورون :A -3شکل 

مطالعه مختلف بسته به بخش نـورون  هاي کنند، در گروهرا نیز بیان می GnIHکه  AgRPهاي درصد نورون :Dو  AgRPهاي بیان کننده تعداد نورون :n .(C=3(گروه میش 

)3=n (دار حروف نامتشابه بالاي هر سه ستون مجاور نشانگر وجود اختلاف آماري معنی. در هسته کمانی هیپوتالاموس مغز میش)05/0<P (    باشـد در همـان دسـته سـتون مـی .

  .خطاي معیار نشان داده شده است ±نتایج به صورت میانگین 

 
  
را در هسته کمانی هیپوتالاموس در  GnIHکه  AgRPهاي و نورون AgRPکه  GnIHهاي درصد نورون :Bو  AgRPو  GnIHهاي بیان کننده تعداد نورون :A -4شکل 

گـروه   سـه  دسـته سـتون بـین    در همان) P>05/0(دار حروف نامتشابه بالاي هر سه ستون مجاور نشانگر وجود اختلاف آماري معنی. کنندبیان می) n=3(سه گروه مطالعه میش 

.خطاي معیار نشان داده شده است ±نتایج به صورت میانگین . باشدمطالعه می
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  بحث

 19در  GnIHو  AgRPنتایج مطالعه حاضر نشان داد کـه  

هیپوتـالاموس در مراحـل مختلـف     Arcهـاي  از نورون% 32تا 

چرخه تولیدمثلی میش به طور همزمان بیان می شوند که نقش 

ــرل ف GnIHو  AgRPاحتمــالی مشــترك  هــاي عالیــتدر کنت

همچنین نتایج مطالعـه حاضـر   . دهدتخمدانی میش را نشان می

 Arcهـاي مختلـف   نشان داد که بدون در نظر گـرفتن بخـش  

 GnIHهاي هیپوتالاموس در بین سه گروه مطالعه تعداد نورون

برداري شده بیشـتر از دو  در گروه تخمدان AgRPهاي و نورون

اسـت برداشـتن   همـانطور کـه مشـخص شـده     . گروه دیگر بود

در مـیش   LHهاي تخمدان باعث افزایش ناگهانی میزان پالس

دهد را کاهش می LHترشح  GnIHو چون پپتید  ]17[شود می

برداري شـده نسـبت   شدن آن در گروه تخمدان، میزان بیان ]5[

هـاي  افزایش بیان نـورون . به دو گروه دیگر افزایش یافته است

AgRP تواند تاییـدي بـر   در گروه تخمدان برداري شده نیز می

  .در میش باشد LHعملکرد مشابه این پپتید بر ترشح 

-نتایج مطالعه حاضر نشان داد که درصد هم بیـانی نـورون  

هـاي  و نیـز درصـد هـم بیـانی نـورون      AgRP با GnIHهاي 

AgRP  باGnIH    در هر سه گروه مطالعه و در هر سـه بخـش

Arc این یافته نشانگر هم بیـان  . هیپوتالاموس تفاوتی نداشتند

هیپوتـالاموس مـیش در    Arcهاي شدن این دو پپتید در نورون

 AgRPبیش از این، بیان شدن . مراحل مختلف تولیدمثلی است

هیپوتالاموس مـیش نشـان داده شـد ولـی      Arcهاي در نورون

مثلی بر میزان بیان شدن این پپتید  هاي تولیداثري از تاثیر گامه

بـه صـورت    NPYهـاي در برگیرنـده   نورون. ]9[مشاهده نشد 

همچنـین  . ]11[شـوند  بیـان مـی   AgRPتقریباً صد در صد بـا  

هـاي  کـه توسـط نـورون    AgRPهاي فعال شده ایمنی با پایانه

NPY هـاي  شود با نورونسنتز میGnRH    سـیناپس تشـکیل

افزایش ناگهانی  NPYنشان داده شده است که . ]26[دهند می

LH و این عمل توسط  ]14[کند را مهار میAgRP   نیز انجـام

 GnIHاز سوي دیگر نشان داده شده اسـت کـه   . ]29[شود می

  .]15[است  LHمهار کننده ترشح 

هاي استروئیدي فاکتورهاي مشخص شده است که هورمون

از سوي دیگـر نشـان داده   . ]4[اشتهایی هستند ایجاد کننده بی

بـا کاسـتن سـطح اسـتروئیدها بـه       GnIHشده است که پپتیـد  

-همچنین نـورون . ]23[کند عنوان یک پپتید اشتهاآور عمل می

د ها مثل گوسفننیز در تعادل انرژي در برخی گونه AgRPهاي 

باعث افزایش تولید  LHافزایش ترشح پالسی . ]16[نقش دارند 

شـوند کـه در حـال رشـد بـراي      هایی میاسترادیول از فولیکول

باشند، و افـزایش مقـدار اسـترادیول در زمـان     ریزي میتخمک

شود می LHکاهش غلظت پروژسترون سبب آزادسازي ناگهانی 

ــدن ژن  . ]18[ ــان ش و  Arcدر  NPYو  AgRPاســترادیول بی

در هســـته اطـــراف بطنـــی  NPYهمچنـــین بیـــان شـــدن 

)Paraventricular nucleus ( ــوش ــالاموس م ــاي هیپوت ه

همچنین کـاهش  . ]22[دهد تخمدان برداري شده را کاهش می

ترشح استرادیول در حیوانات تخمدان برداري شده بـه افـزایش   

انجامـد   در هیپوتـالاموس مـی   AgRPو  NPYبیان شدن ژن 

بـه میمـون و مـوش     AgRPنشان داده شده کـه تزریـق   . ]6[

صحرایی تخمدان برداري شـده بـه ترتیـب باعـث کـاهش آزاد      

, 19[شـود  مـی  LHو کاهش ترشح ناگهـانی   LHشدن پالسی 

برداشتن تخمدان در این حیوانات باعث کاهش استرادیول . ]29

    AgRPشود که به نوبـه خـود سـبب افـزایش بیـان شـدن       می

  .شودمی

بیان شدن هورمون مهـار کننـده   بنابراین مطالعه حاضر هم 

هـاي هسـته   گونادوتروپین و پپتید وابسته به آگـوتی در نـورون  

هیپوتالاموس میش را نشان داد که نقش احتمـالی ایـن   کمانی 

همچنین این . کنددو پپتید را در چرخه تولیدمثل میش بیان می

پژوهش نشان داد که استروئیدهاي تخمدانی بر بیان شدن ایـن  

دو پپتید در هسته کمانی هیپوتالاموس میش موثر هستند و پلی 

  .بین هموستاز انرژي و تولیدمثل در میش باشند

  سپاسگزاري

بی دانشگاه موناش نویسندگان مقاله از همکاري کارمندان مزرعه وري

  .کننداسترالیا سپاسگزاري می
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