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Healing Effect of Conditioned Medium of Adipose Tissue-
Derived Mesenchymal Stem Cells on Histomorphometric 
Changes of Mice Testis in Busulfan Induced-Azoospermia Model

 Keywords  Azoospermia; Adipose Tissue; Mice; Culture Media, Mesenchymal Stromal Cells 

Aims Conditioned medium of mesenchymal stem cells have a positive effect on repairing 
damaged tissues because of having metabolites, growth factors and cytokines. The aim of 
current study was to investigate the healing effect of conditioned medium of adipose tissue-
derived stem cells on histomorphometric changes of testis in treated mice with busulfan. 
Materials & Methods In this experimental study, 18 adult male mice were divided into 
the three equal groups including control group (Without treatment), azoospermia sham 
and experimental groups. The sham and experimental groups were induced azoospermia 
by two injection of 10mg/kg busulfan intraperitoneally, with 21 days interval. 35 days after 
the second injection of busulfan, the experimental group treated with conditioned medium 
of adipose tissue-derived stem cells, and 60 days after conditioned medium injection, the 
testes of mice were removed and histomorphometric evaluation was done. The results were 
analyzed by SPSS 18 software using Mann-Whitney, ANOVA and Tukey’s post hoc tests.
Findings The lumen diameter and area of the seminiferous tubules in the three groups did 
not have any significant difference; however, the total diameter, cellular diameter, cellular 
area, cross-sectional area and spermatogenesis index of the seminiferous tubules were 
significantly decreased in the experimental group compared to the control group (p<0.05), 
while they were significantly increased compared to the azoospermia sham group (p<0.001). 
Also, the number of tubules and numerical density of the seminiferous tubules were 
significantly increased in the azoospermia sham compared to the control and experimental 
groups (p<0.001).
Conclusion Secretory factors of conditioned medium from adipose tissue-derived stem cells 
could be effective in the restoration of spermatogenesis in busulfan-induced infertile mice.
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  دهیچک

دلیل دارابودن  بنیادی مزانشیمی بههای  محیط کشت رویی سلول اهداف:

های  ها تاثیر مثبتی در ترمیم بافت ها، فاکتورهای رشد و سیتوکین متابولیت

حاصل از   اثر درمانی محیط کشت بررسی دیده دارد. هدف مطالعه حاضر، آسیب

بر تغییرات مشتق از بافت چربی   های بنیادی مزانشیمی سلول
  بود. با بوسولفانیمار هیستومورفومتریک بیضه موش تحت ت

 تصادفیطور  بهسر موش سوری نر بالغ  ۱۸در این مطالعه تجربی، : ها مواد و روش

تقسیم شدند. و تجربی آزواسپرمی شاهد  (بدون تیمار)، گروه کنترل سهبه 

گرم بر  میلی۱۰صفاقی بوسولفان با دوز  های شاهد و تجربی با دو تزریق درون گروه
روز پس از  ۳۵روز دچار آزواسپرمی شدند. گروه تجربی،  ۲۱فاصله  کیلوگرم به

های بنیادی  رویی سلول  تحت درمان با محیط کشتتزریق دوم بوسولفان، 

  روز از تزریق محیط کشت ۶۰مشتق از بافت چربی قرار گرفت و پس از   مزانشیمی 

نتایج توسط  انجام شد.هیستومورفومتریک و بررسی ها جدا  بیضه موشرویی، 

و  توکی تعقیبی ،طرفه آنالیز واریانس يك های آزمونکمک  و به SPSS 18افزار  نرم
  شدند. ویتنی تحلیل من

داری  ساز در سه گروه اختلاف معنی های منی قطر و مساحت لومنی لوله ها: یافته
با یکدیگر نداشتند، اما در گروه تجربی قطر کلی، ضخامت و مساحت سلولی، 

ساز نسبت به گروه  های منی مساحت مقطع عرضی و شاخص اسپرماتوژنز لوله
و نسبت به گروه شاهد آزواسپرمی افزایش  )>۰۵/۰pدار ( معنیکنترل کاهش 

ساز  های منی تعداد و تراکم عددی لوله ). همچنین>۰۰۱/۰pدار نشان دادند ( معنی

داری  های کنترل و تجربی افزایش معنی نسبت به گروه  در گروه شاهد آزواسپرمی
  ).>۰۰۱/۰pداشت (

های بنیادی  فاکتورهای ترشحی محیط کشت رویی حاصل از سلولگیری:  نتیجه

بوسولفان های نابارورشده با  تواند در ترمیم اسپرماتوژنز در موش بافت چربی می
  موثر باشد.

  یمیمزانش یادیسلول بن ،ییکشت رو طیموش، مح ،یبافت چرب ،یآزواسپرم ها: دواژهیکل

  

  ۱۸/۰۹/۱۳۹۵ افت:یخ دریتار

 ۱۱/۱۱/۱۳۹۵ رش:یخ پذیتار

  ebrahim.hossini@yahoo.comسنده مسئول: ینو*

  

  مقدمه

های بنیادی  اسپرماتوژنز فرآیندی است که با تکثیر و تمایز سلول

ها روی غشای پایه  پذیرد. این سلول اسپرماتوگونی صورت می

های سرتولی آنها را احاطه  اند و سلول ساز واقع شده های منی لوله

آورد که باعث عملکرد و  اند. این مجموعه، محیطی را فراهم می کرده

. هر گونه تغییر در این محیط باعث [1]شود بقای اسپرماتوژنز می

تواند باعث  نوبه خود می شود که به نز میاختلال در اسپرماتوژ
. ناباروری در مردان یکی از دلایل [2]م شودیناباروری موقت یا دا

کمک  توان به شایع ناباروری است که برخی از انواع آن را می

های  چه درمان ناباروری اگر ،باروری درمان نمود های کمک روش
حساب  به ناشی از آزواسپرمی، چالشی بزرگ در علوم پزشکی

   .[3]آیند می
ناباروری ناشی از مصرف داروهایی نظیر بوسولفان که در 

از  ،گیرند مورد استفاده قرار می ندرمانی افراد مبتلا به سرطا  شیمی

. [4]دشون می محسوبهای قابل توجه محافل پزشکی  نگرانی
، نوعی داروی  سولفونات) متان دی دیول بوتان-۴و  ۱( بوسولفان

است که برای درمان  DNAکننده  نئوپلازی و آلکیله آنتی

ها مورد استفاده قرار  میلوژنوس و درمان انواعی از سرطان  لوسمی 

، DNA-DNAگیرد. بوسولفان از طریق تشکیل اتصالات عرضی  می

DNA -های  بردن رده ینپروتئین و شکستن رشته منفرد باعث ازب

شود و اگر چه درمان با  های اسپرماتوگونی می مختلف سلول

شود، اما  ها نمی اسپرماتوگونی بوسولفان باعث نابودی تمامی 

پس از درمان با  .[5]تواند باعث ناباروری موقت یا دایم شود می

رفتن توازن  های زایا ازبین ترین عامل تخریب سلول بوسولفان مهم

   .[6]تلیوم زایا است و آپوپتوز اپیمیان تکثیر 

های بنیادی در بازگرداندن  تجربیات حیوانی بیانگر توانایی سلول

ترین  درمانی در حیوانات هستند. از مهم باروری، پس از شیمی

های بنیادی که امروزه توجه اکثر محققان را به خود جلب  سلول

 ,7]اشاره نمود   های بنیادی مزانشیمی توان به سلول کرده است، می

های بنیادی سوماتیک چندتوان  ها، جمعیتی از سلول این سلول .[8

هایی نظیر مغز استخوان، عضلات اسکلتی، مغز،  هستند که در بافت

های پیوندی  بافت چربی، خون بند ناف، خون محیطی و بافت

ها برای مارکرهای سطحی از  اند. این سلول پوست شناسایی شده
مثبت بوده و  CD105و  CD29 ،D44، CD73 ،CD90جمله 

منفی  CD45و  CD34برای مارکرهای سطحی هماتوپویتیک مانند 

مشتق از    های بنیادی مزانشیمی از این میان، سلول .[9]هستند
دلیل توان تمایزی بالا، رشد سریع و آسان در محیط  بافت چربی به

بافت، برای آوردن این  دست های ساده و ایمن برای به کشت و روش

اند. برخی از  و ناباروری مورد توجه قرار گرفته  های ترمیمی درمان

   های بنیادی مزانشیمی اند که پیوند سلول مطالعات نشان داده

های نابارورشده با بوسولفان  مشتق از بافت چربی به بیضه موش
موجب بازگشت باروری در آنها شده است. اگر چه مکانیزم ترمیمی 

ها، یا  رسد این سلول نظر می مل مشخص نشده است، اما بهطور کا به

های  دیده به سلول ساز آسیب های منی با مهاجرت به محیط لوله

یابند، یا با ترشح فاکتورهای پاراکراین  ساز تمایز می زایشی منی

   .[10 ,7]شوند موجب بازگشت اسپرماتوژنز می

مشتق از    های بنیادی مزانشیمی نشان داده شده است که سلول

ها و فاکتورهای رشد را  بافت چربی در محیط کشت، سیتوکین

کننده سیستم ایمنی،  کنند که تاثیرات ضدالتهابی، تعدیل ترشح می

ها  برخی از گزارش .[11]ضدآپوپتوزی و همچنین اثرات تکثیری دارند

های بنیادی  رویی حاصل از سلول تاثیرات مثبت محیط کشت 
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های بدن  بافت چربی را بر روند ترمیم بافتمشتق از    مزانشیمی

توان با استفاده از این نوع محیط کشت  کنند. بنابراین می تایید می
و با حذف سلول تا حدود نسبتاً زیادی از مشکلات حضور سلول در 

های ایمنی و تشکیل تومورهای احتمالی  بدن مانند واکنش
   .[12 ,11]جلوگیری کرد

چندانی در مورد محیط کشت  ن مطالعه با توجه به اینکه تاکنو

مشتق از بافت چربی روی   های بنیادی مزانشیمی  حاصل از سلول

های نابارورشده با بوسولفان صورت نگرفته است، لذا  بیضه موش

ها بر  این پژوهش با هدف بررسی تاثیر ترشحات حاصل از این سلول

 تیمار باهای بالغ تحت  تغییرات هیستومورفومتریک بیضه موش
  انجام شد. بوسولفان

  

  ها مواد و روش

ژنیک و  مرکز تحقیقات فناوری ترانسدر این مطالعه تجربی که در 
سر  ۱۸دانشگاه علوم پزشکی شیراز انجام شد، از  های بنیادی سلول

گرم که  ۳۰±۲با وزن تقریبی  Balb/Cموش سوری نر بالغ از نژاد 
دانشگاه  های بنیادی سلولژنیک و  مرکز تحقیقات فناوری ترانسدر 

علوم پزشکی شیراز پرورش یافته بودند، استفاده شد. همه حیوانات 
ساعت روشنایی با آب و  ۱۲) و C۲±۲۲°در شرایط دمایی مناسب (

پروتکل تحقیق داری شدند.  غذای یکسان و بدون محدودیت نگه
المللی در مورد حمایت از حیوانات  قوانین بین براساس

تحت شماره کمیته اخلاق دانشگاه نظیم و در ت آزمایشگاهی
IR.Miau13952009 .ثبت شد   

 ،گروه کنترل سهبه  تصادفیطور  حیوانات بهبرای انجام مطالعه، 
گروه کنترل حیوانات تقسیم شدند. و تجربی آزواسپرمی شاهد 

حیوانات گروه شاهد و تجربی با  ند ونگرفت رتحت هیچ تیماری قرا
گرم بر کیلوگرم  میلی۱۰بوسولفان با دوز  صفاقی دو تزریق درون

روز دچار آزواسپرمی شدند. با توجه به اینکه طول دوره  ۲۱فاصله  به
روز است، برای ایجاد بیشینه  ۳۵اسپرماتوژنز در موش سوری حدود 

تخریب اسپرماتوژنز، روزی که تزریق دوم بوسولفان صورت پذیرفت 
حیوانات گروه تجربی،  .[14 ,13]عنوان روز صفر در نظر گرفته شد به

  تحت درمان با محیط کشتروز پس از تزریق دوم بوسولفان،  ۳۵

مشتق از بافت چربی قرار   های بنیادی مزانشیمی  رویی سلول

حیوانات  رویی، تمام  روز از تزریق محیط کشت ۶۰گرفتند و پس از 
  گیری از آنها انجام شد.  هوشی با اتر کشته شدند و نمونه بعد از بی

رویی، بافت چربی اینگوینال و اطراف بیضه   برای تهیه محیط کشت
منظور  هوش شده بود، جداسازی شد و به یک موش که با اتر بی

؛ ایالات Gibcoسالین (  بافر بار با فسفات های خونی سه حذف سلول

؛ BioWestسیلین و استرپتومایسین ( % پنی۱وی متحده) حا
قطعه شد  وشو داده شد. بافت چربی جدا شده، قطعه فرانسه) شست

 C۳۷°در دمای  %۲و برای هضم، در مجاورت کلاژناز تیپ دو 
خنثی شد و مخلوط  PBSدقیقه قرار گرفت. کلاژناز با  ۴۰مدت  به

یفیوژ شد. بعد از دور در دقیقه سانتر ۱۵۰۰دقیقه با  ۵مدت  حاصل به
؛ بلغارستان) DMEM )Biovetلیتر  میلی۱۰رویی،  دورریزی مایع

سیلین  % پنی۱؛ بلغارستان) و Biovet% سرم جنینی گاو (۱۰حاوی 
و استرپتومایسین به آن اضافه شد و سوسپانسون حاصل به 

، C۳۷°لیتری انتقال یافت و در انکوباتور در دمای  میلی۲۵فلاسک 
برای رسیدن به پاساژ اول  %۵اکسیدکربن  دیرطوبت اشباع و 

بار تعویض شد و وقتی  انکوبه شد. محیط کشت هر سه روز یک

؛ ایالات Gibco% (۲۵/۰% رسیدند با تریپسین ۸۰ها به تراکم  سلول
متحده) برداشت شدند و تا پاساژ چهارم کشت داده شدند. در پایان 

قبل از تزریق به آوری شد و  رویی جمع پاساژ چهارم، محیط کشت

های گروه تجربی تحت تیمار با محیط  لوله وابران بیضه موش
دور در دقیقه سانتریفیوژ و تغلیظ  ۱۵۰۰دقیقه با  ۵مدت  کشت، به

  شد. 

ها در محیط استئوژنیک شامل  برای تعیین توانایی تمایزی، سلول

DMEM  ۱۵حاوی %FBS ،۵۰۲-لیتر آسکوربات میکروگرم بر میلی-
نانومولار  ۱۰؛ ایالات متحده)، Wako Chemicalsفسفات (

مولار  میلی ۱۰؛ ایالات متحده) و Sigma-Aldrichدگزامتازون (
؛ ایالات متحده) قرار Sigma-Aldrichفسفات ( گلیسرول- بتا

بار تعویض شد و  های کشت تمایزی هر سه روز یک گرفتند. محیط

آمیزی  رنگها با  ها به استئوبلاست روز، تمایز سلول ۲۱پس از 
؛ ایالات متحده) و با میکروسکوپ Sigma-Aldrichرد ( آلیزارین
  ؛ ژاپن) مورد بررسی قرار گرفت.Nikonنوری (

های گروه تجربی با  روز پس از آخرین تزریق بوسولفان، موش ۳۵

گرم  میلی۲۰گرم بر کیلوگرم وزن بدن) و زایلازین ( میلی۵کتامین (

آنها  د و تمام نواحی شکمی هوش شدن بر کیلوگرم وزن بدن) بی

ها برشی  موش تراشیده و استریل شد. سپس در ناحیه شکمی 

های راست و چپ برای تزریق  متر زده شد و بیضه سانتی طول یک به
 SZNمحیط کشت خارج شدند. در زیر میکروسکوپ استریو مدل 

)Optikaای  ؛ ایتالیا) با استفاده از سرنگ انسولین که توسط لوله

  کی به یک پیپت پاستور نازک متصل شده بود، محیط کشتپلاستی

مشتق از بافت چربی   های بنیادی مزانشیمی رویی حاصل از سلول
 یکرولیترم ۱۰۰ یزانو به م ۱:۱(به نسبت بلو  ریپاندر ترکیب با رنگ ت

های وابران تزریق شد. در حضور  به درون لوله )رویی کشت یطمح
وارد فضای بینابینی بیضه نشود. رنگ، محیط کشت ردیابی شد تا 

بازگردانده شد و   ها به درون ناحیه شکمی پس از تزریق، بیضه

   .[10]بخیه شد سپس ناحیه شکمی 

رویی، همه حیوانات با اتر   روز پس از تزریق محیط کشت ۶۰

منظور تثبیت بافتی  های آنها خارج شد و به هوش شدند و بیضه بی
گرفتند. پس از طی مراحل مرسوم بافتی، % قرار ۱۰در فرمالین 

برش عرضی  ۵گیری شدند و از هر بیضه  ها با پارافین قالب نمونه

های بافتی با هماتوکسیلین و  میکرون تهیه شد. برش۵ضخامت  به
آمیزی شدند و سپس در زیر میکروسکوپ نوری مورد  ائوزین رنگ

مطابق با  ارزیابی هیستولوژیک و هیستومورفومتریک قرار گرفتند.

ساز گرد و  لوله منی ۱۰در هر برش،  [14]و همکاران پناهیروش 
) ۱.۴.۳(ورژن  Dinocapture 2.0افزار  تقریباً گرد با استفاده از نرم

ساز،  منی های از لحاظ قطر کلی و لومنی لوله ۱۰۰×نمایی  با بزرگ

ساز، مساحت لومنی و  منی های ضخامت و مساحت سلولی لوله

های  ساز، تعداد و تراکم عددی لوله منی های لولهمقطع عرضی 

صورت کاملاً  ساز و شاخص اسپرماتوژنز توسط یک نفر و به منی

  گیری شدند.  تصادفی اندازه

براساس میانگین دو قطر  (D)ساز  های منی قطر کلی لوله
عمودبرهم از یک طرف غشای پایه تا طرف دیگر محاسبه شد. 

از میانگین دو  (Ld)ساز  های منی ولهطور مشابه، قطر لومنی ل به
دست آمد و ضخامت سلولی  قطر عمودبرهم فضای لومنی به
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ابتدا از تفریق قطر کلی و لومنی و سپس  (Cd)ساز  های منی لوله

محاسبه مساحت سلولی گیری شد. برای  میانگین آن، اندازه

و برای محاسبه  Ca=πCd2از فرمول  (Ca)ساز  های منی لوله

 La=πLd2/4از فرمول  (La)ساز  های منی مساحت لومنی لوله

با  (Ac)ساز  های منی استفاده شد و مساحت مقطع عرضی لوله

 π ها دست آمد. در تمامی فرمول به Ac=πD2/4  توجه به معادله

ساز  های منی بود. تراکم عددی لوله ۱۴۲/۳عدد ثابت و معادل 
(Nv)  از رابطهNv=NA/(D+T) دست آمد که در این رابطه  بهNA 

 Tقطر کلی و  Dساز در واحد سطح بیضه،  های منی تعداد لوله
ضخامت مقطع است. شاخص اسپرماتوژنز براساس توانایی 

های سلولی مختلف  ساز و شمارش تیپ های منی اسپرماتوژنزی لوله

های اسپرماتید گرد و دراز است که بر این اساس هر  و تعداد سلول

   بندی شد: نمره ۷ساز با مقیاس صفر تا  لوله منی

های زایا، نمره یک= فقط حضور  نمره صفر= فاقد سلول

ها و  = حضور اسپرماتوگونی۲ها، نمره  اسپرماتوگونی

ها  ها، اسپرماتوسیت = حضور اسپرماتوگونی۳ها، نمره  اسپرماتوسیت
= ۴نمره  ،اسپرماتید دراز ۵۰و اسپرماتیدهای گرد با تعداد کمتر از 

ها و اسپرماتیدهای گرد و  ها، اسپرماتوسیت حضور اسپرماتوگونی

ها،  = حضور اسپرماتوگونی۵اسپرماتید دراز، نمره  ۷۵تا  ۵۰بیش از 

 ۱۰۰تا  ۷۵ها و اسپرماتیدهای گرد و بیش از  اسپرماتوسیت

ها و  ها، اسپرماتوسیت = حضور اسپرماتوگونی۶اسپرماتید دراز، نمره 
= ۷اسپرماتید دراز ، نمره  ۱۵۰تا  ۱۰۰ای گرد و بیش از اسپرماتیده

اسپرماتید دراز در هر  ۱۵۰های سلولی و بیش از  حضور تمام تیپ

   .[14]ساز لوله منی

 SPSS 18افزار آماری  آمده با استفاده از نرم دست در پایان، نتایج به
- کولموگروف آزمونها توسط  بودن توزیع داده و پس از تایید نرمال

آزمون طرفه و  آنالیز واریانس يك های آزمونکمک  اسمیرنوف، به
شاخص  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. همچنین توکی تعقیبی

قرار  ویتنی مورد تجزیه و تحلیل من آزمونبا اسپرماتوژنز  ناپارامتری
  گرفت.

  

  ها یافته

فیبروبلاستی  شبهشکل و  ها در پاساژ چهارم، ظاهری دوکی سلول

های بنیادی مزانشیمی است  داشتند که از خصوصیات اصلی سلول
  ). ۱(شکل 

  

 
 مزانشیمی بنیادی های فیبروبلاستی سلول شکل و شبه ظاهر دوکی )١شکل 

  چهارم پاساژ در چربی بافت از مشتق

ها در محیط استئوژنیک، حضور رسوبات  روز پس از کشت سلول ۲۱

ها با  به استئوبلاست های مزانشیمی  سلولعلت تمایز  معدنی به
  ). ۲رد مشاهده شد (شکل  آمیزی آلیزارین رنگ

مشتق از بافت چربی به مزانشیمی بنیادی  های تمایز سلول: A )٢شکل 

در  :Bرد،  آمیزی آلیزارین استئوبلاست در محیط استئوژنیک با رنگ های سلول
  مقایسه با گروه کنترل

  

شناختی، در گروه کنترل اسپرماتوژنز  بافتهای  براساس یافته

های سلولی در  صورت فعال در حال انجام بود و انواع رده به

ساز  های منی های سرتولی در لوله همراه سلول تلیوم زایشی به اپی
تلیوم زایا  مشاهده شد. در گروه شاهد آزواسپرمی، ضخامت اپی

اهده شد و شدت کاهش یافته بود و فضای واکوئله وسیعی مش به

ساز حیوانات این گروه تعداد کمی  های منی روی غشای پایه لوله

های سرتولی قابل مشاهده  اسپرماتوگونی وجود داشت، سلول سلول 
طور کامل تخریب شده بود. در گروه تجربی  بودند و اسپرماتوژنز به

ساز انواع  های منی رویی در بیشتر لوله  تحت تیمار با محیط کشت

لولی شامل اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت، اسپرماتید و های س رده
اسپرم وجود داشت، فضای واکوئله از بین رفته بود و ضخامت لایه 

افزایش زیادی  تلیوم زایشی نسبت به گروه شاهد آزواسپرمی  اپی
تلیوم زایشی  داشت، اما نسبت به گروه کنترل ضخامت لایه اپی
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رماتید کمتری مشاهده شد بود و تعداد اسپ نسبتاً کاهش یافته 
  ). ۳(شکل 

 ائوزین و هماتوکسیلین آمیزی رنگ با ساز منی های فتومیکروگراف لوله )٣شکل 

)×۱۰۰ .(A :با زایا تلیوم اپی کامل های در گروه کنترل ساختار بافتی طبیعی و رده 

 ساز منی های در گروه شاهد آزواسپرمی قطر لوله: B. شود می مشاهده بالا تراکم

 شود؛ می مشاهده زایا تلیوم اپی در واکوئله فضاهای و یافته کاهش شدت به

 های لوله بیشتر  در گروه تجربی: C. است شده تخریب کامل طور به اسپرماتوژنز

 قطر آزواسپرمی گروه با مقایسه در. دهند می نشان را فعال اسپرماتوژنز ساز، منی
 بین از زیادی حدود تا زایا تلیوم اپی در واکوئله فضاهای و یافته افزایش ها لوله

  ).است میکرومتر٥٠ معادل عکس پایین سفید خطوط( است رفته

  

های هیستومورفومتریک، قطر و مساحت لومنی  براساس یافته

داری با یکدیگر  ساز در هر سه گروه اختلاف معنی های منی لوله
نداشتند، اما قطر کلی، ضخامت و مساحت سلولی، مساحت مقطع 

ساز در گروه شاهد  های منی عرضی و شاخص اسپرماتوژنز لوله

نسبت به گروه کنترل و تجربی تحت تیمار با محیط   آزواسپرمی

علاوه، در  ). به>۰۰۱/۰pداری نشان داد ( رویی کاهش معنی  کشت
قطر کلی، ضخامت و مساحت سلولی، مساحت مقطع عرضی و 

ه تجربی نسبت به گروه ساز در گرو های منی شاخص اسپرماتوژنز لوله

دار و نسبت به گروه شاهد آزواسپرمی افزایش  کنترل کاهش معنی

ساز  های منی ). همچنین تعداد لوله>۰۵/۰pدار مشاهده شد ( معنی

ساز در گروه شاهد  های منی در واحد سطح و تراکم عددی لوله

داری  نسبت به گروه کنترل و تجربی افزایش معنی  آزواسپرمی
)، اما هر دو شاخص در گروه تجربی نسبت به گروه >۰۰۱/۰pداشت (

  ).۱داری نداشتند (جدول  کنترل اختلاف معنی

  

 های گروه در هیستومورفومتریک های آماری یافته  مقایسه میانگین )١جدول 
  سر) ٦مطالعه (تعداد در هر گروه=  مورد

  گروه تجربی  گروه شاهد آزواسپرمی گروه کنترل

 (میکرومتر) ساز منی های لولهقطر لومنی 

a٦٦/٩٢±٤٠/٢ a٢٢/٩٧±٧٤/١ a٤٠/٩٢±٠٣/٢ 

 (میکرومتر مربع) ساز منی های لولهمساحت لومنی 

a٩٣±٨١/٣٩٥/۷۱۹۵ a٨٧±٢٥/٢٥٧/۷۶۳۹ a٥٨±٤٧١/٣٣٢/۷۰۹۲ 

 (میکرومتر) ساز منی های لولهقطر کلی 

a١٧±٥٤/٣/۲۳۰ b**٩٢±٤٥/١/۱۲۱ c*٤٤±٥٧/٢/۲۱۷ 

 (میکرومتر) ساز منی های لولهضخامت سلولی 

a٧٥±٥٠/١/۶۸ b**٣٤/١٢±٥٦/٠ c*٥٢/٦٢±١٣/١ 

 (میکرومتر مربع) ساز منی های لولهمساحت سلولی 

a٣٨±٥٧/٦٤٥/۱۵۵۵۸b**٤٥±٥٧/٥٩/۵۶۷ c*٣٨±٣٨/٤٣٤/۱۲۷۶۳
 (میکرومتر مربع) مساحت مقطع عرضی بر واحد سطح

a٠٦±١٩/١٣١٧/۴۲۵۹۱ b**٤٠±٥٩/٢٨٤/۱۱۸۲۴ c*٧٧±٧٦/٨٨١/۳۷۷۵۹

 متر مربع) (در واحد میلیساز  منی های تعداد لوله

a٥٥±٥٩/٠/۷ b**٧٨±٤١/٠/۱۴ a٥٥±١٣/٠/۷ 

 ساز منی های تراکم عددی لوله

a٠٢٥±٠٠٠٥/٠/۰ b**١١±٠٠٣/٠/۰ a٠٢٧±٠٠٠٨/٠/۰ 

 شاخص اسپرماتوژنز

a٢٥±٠٨/٠/۶ b**٧٣±٠٤/٠/۱ c*١٩±١٥/٠/۶ 

a ،b ،cاست. ها گروه بین دار معنی اختلافدهنده  : حروف نامشابه نشان 

  >۰۵/۰pدار گروه تجربی نسبت به گروه کنترل در سطح  اختلاف معنی*

ر گروه شاهد آزواسپرمی نسبت به گروه کنترل و تجربی در سطح  اختلاف معنی**   >۰۰۱/۰pدا

  

 بحث

رویی حاصل   نتایج پژوهش حاضر نشان داد که تزریق محیط کشت

های آزواسپرمی  مشتق از بافت چربی به موشهای بنیادی  از سلول

تلیوم زایا و بهبود  القایی با بوسولفان باعث افزایش ضخامت اپی
اسپرماتوژنز نسبت به گروه شاهد آزواسپرمی شد. این مساله نشان 

های بنیادی مشتق از بافت  رویی سلول  دهد که محیط کشت می

. در این پژوهش از تواند در ترمیم اسپرماتوژنز موثر باشد چربی می

روز استفاده شد  ۲۱فاصله  گرم بر کیلوگرم به میلی۱۰دو دوز بوسولفان 

رفتن  تواند باعث ازبین که در مطالعات قبلی نشان داده است که می
، ۱۰[ [14 ,10]تلیوم زایا و توقف اسپرماتوژنز در حیوانات مدل شود اپی
انی، درم همچنین مشخص شده است که پس از بوسولفان ].۱۴

های سوماتیک بیضه نیز ممکن است دچار آسیب شوند.  سلول

های حد واسط ویمنتین از اجزای اصلی اسکلت سلولی  فیلامنت

ها قرار  های سرتولی هستند که اطراف هسته این سلول سلول

اند. بوسولفان با تغییر در بیان ژن ویمنتین باعث تخریب  گرفته

طور همزمان آپوپتوز گسترده  بههای سرتولی و  اسکلت سلولی سلول

  .[16 ,15]شود تلیوم زایا می در اپی

ای،  های تمایز چندرده علت ویژگی های بنیادی مزانشیمی به سلول
عنوان ابزاری قدرتمند در پزشکی ترمیم  ضدالتهابی و آپوپتوزی به



ـــــــــــ و همکاران دار هیآرش پا ٢٤٠ ـــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــ ــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــ ـــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــ  ـــــــــــــــ
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دهند که پیوند  مطالعات اخیر نشان می .[12]اند شناخته شده

های صحرایی  ق از بافت چربی در موشهای بنیادی مشت سلول
آزواسپرمی القایی با بوسولفان موجب بازگشت باروری در آنها شده 

) تمایز این ۱است. این مطالعات بر دو استراتژی استوار است: 

) ۲های عملکردی هدف در شرایط القایی مناسب،  ها به سلول سلول

اندوژن  های بنیادی ترشح فاکتورهای تروفیک برای تحریک سلول

با این حال هنوز مکانیزم  .[17 ,7]دیده های آسیب یا ترمیم سلول

طور کامل  دیده به های آسیب ها در ترمیم بافت عمل این سلول

کنند که  مشخص نشده است، اما برخی از مطالعات پیشنهاد می

واسطه تاثیرات پاراکراین  ممکن است عملکرد درمانی آنها به

های بنیادی مزانشیمی  از طرف دیگر، پیوند سلول .[12]باشد

زایی در بدن فرد  تواند با مشکلاتی مانند ایجاد تومور و ایمنی می
   .[19 ,18]میزبان همراه باشد

های بنیادی  اگر چه مطالعات مختلفی در مورد پیوند سلول
مزانشیمی در درمان ناباروری و بازگشت اسپرماتوژنز انجام شده، اما 

ها  رویی این سلول  ای در زمینه تاثیر محیط کشت مطالعه تاکنون

با هدف درمان ناباروری روی بیضه انجام نگرفته است. البته لازم 

های بنیادی  رویی سلول  به ذکر است که تاثیر محیط کشت

 صدراییهای دیگر مورد بررسی قرار گرفته است؛  مزانشیمی بر بافت

های بنیادی مزانشیمی مغز  لولو همکاران با مقایسه اثر درمانی س

رویی آن در درمان استئوآرتریت مفصل   استخوان و محیط کشت

رویی اثر درمانی   زانوی خوکچه هندی، نشان دادند که محیط کشت

مطالعات دیگر نیز  .[20]های بنیادی مزانشیمی دارد مشابه با سلول

درمان های بنیادی مزانشیمی در  دهند که ترشحات سلول نشان می

ها مانند نارسایی کلیوی، نارسایی حاد کبدی، سکته  برخی از بیماری
حاد قلبی، آسیب هیپوکسی مغز، التیام زخم، ترمیم استخوان و 

   .[21 ,12 ,11]های نرم موثر است بافت

شده  های ترشح و همکاران، سیتوکین علی مقدسبراساس مطالعه 

مزانشیمی، ترمیم  های بنیادی رویی حاصل از سلول  در محیط کشت

را تحریک  نفروتوکسیسیتیهای توبولی کلیه پس از  سلول

اند که استفاده از محیط  و همکاران نشان داده ژو .[21]کنند می

تواند باعث ترمیم  های بنیادی بافت چربی می رویی سلول  کشت

دارد که بیان  های پوستی در انسان شود. این مطالعه بیان می زخم

mRNAرویی   در گروه درمان با محیط کشت ۳نوع  ی پروکلاژن

برابر ۶/۲های بنیادی بافت چربی نسبت به گروه کنترل  سلول
و همکاران نشان دادند که تزریق فاکتور رشد کبدی به  پرز .[11]است

تواند موجب بازگشت  های نابارورشده با بوسولفان می بیضه موش

های  ر رشد کبدی سلولرسد فاکتو نظر می اسپرماتوژنز در آنها شود. به

کند تا روند ترمیم  مانده را تحریک می بنیادی اسپرماتوگونی باقی

های  این گزارش و گزارش .[22]تر صورت پذیرد اسپرماتوژنز سریع

کنند که ممکن است هم فاکتور رشد کبدی و هم  دیگر پیشنهاد می
فاکتور رشد هپاتوسیتی نقشی طبیعی در تکوین اسپرماتوژنز داشته 

   .[23 ,22]باشند

های بنیادی مزانشیمی مشتق  تحقیقات نشان داده است که سلول

توانند در محیط کشت، فاکتورهای رشد و  از بافت چربی می

، (GDNF)هایی مانند فاکتور نروتروفیک مشتق از گلیال  سیتوکین

، فاکتور رشد (bFGF)فاکتور رشد فیبروبلاستی پایه 

، (TGF-β)ای بتا  ور رشد استحاله، فاکت(IGF-1) ۱-انسولینی شبه

، فاکتور رشد اندوتلیال عروقی (HGF)فاکتور رشد هپاتوسیتی 
(VEGF)۶- ، اینترلوکین (IL-6) ۱۰-و اینترلوکین (IL-10)  را

های بنیادی  تمایز و تکثیر سلول ].۲۵، ۲۴، ۱۱[کنند  ترشح 
اسپرماتوگونی توسط فاکتورهای درونی خودشان و فاکتورهای 

شود. این تعادل  های بنیادی تنظیم می موجود در سلولبیرونی 
 .[26]کند پیچیده، تداوم اسپرماتوژنز در سراسر زندگی را تضمین می

دهند که فاکتورهای رشد  " نشان میدر شیشهاگر چه مطالعات "

های بنیادی اسپرماتوگونی هنوز ناشناخته  لازم برای تکثیر سلول

 GDNFکنند که  پیشنهاد می " دیگردر شیشهاست، اما مطالعات "

شود و عضو  های سرتولی ترشح می طور طبیعی از سلول که به
برای تکثیر و  bFGFو  IGF-1همراه  است، به TGF-βخانواده 

 IGF-1 .[28 ,27]های بنیادی اسپرماتوگونی ضروری است تمایز سلول

 -(سرین Aktکینازی خود مسیرهای  با اتصال به گیرنده پروتئین

شده با  کیناز فعال و پروتئین ۳کیناز)/فسفواینوزیتیدکیناز پروتئین

تواند تکثیر و بقای سلولی را  کند که می میتوژن را تحریک می

 GDNFو  IGF-1رسانی  گری کند. همکاری مسیرهای پیام میانجی

   .[27]کند میهای بنیادی اسپرماتوگونی حمایت  خودنوزایی سلول از

های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی  همچنین سلول

توانند در محیط کشت، ویمنتین را با شدت بالایی بیان  می

های  رسد با توجه به اثرات بوسولفان بر سلول نظر می به .[29]کنند
سرتولی و کاهش بیان ویمنتین، افزایش بیان ویمنتین توسط 

کشت  های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی در محیط سلول

یک  VEGFهای سرتولی موثر باشد.  بتواند در ترمیم سلول

های اندوتلیال  سیتوکین آنژیوژنیک است که موجب بقای سلول

های  دهد. سلول شود و همچنین آپوپتوزیس را کاهش می می

هستند و نشان داده شده است  VEGFهای  سرتولی دارای گیرنده

بافتی و کاهش ای آن باعث کاهش آسیب  بیضه که تزریق درون

یک سیتوکین  IL-6 .[30]شود های زایا می آپوپتوزیس سلول

شود و بر  های سرتولی سنتز می پلیوتروپیک است که توسط سلول

ساز از طریق تحریک سنتز  های منی تلیوم لوله عملکرد اپی

همچنین  .[31]گذارد های سرتولی تاثیر می ترانسفرین توسط سلول

که یک سیتوکین ضدالتهابی است در  IL-10مقایسه میزان غلظت 
دهد که این میزان در  پلاسمای منی افراد بارور و نابارور، نشان می

  .[32]تر است افراد نابارور پایین

بودن تعداد  توان به کم های این مطالعه می از جمله محدودیت
بودن  بودن دوره درمان و کم حیوانات مورد آزمایش در هر گروه، کوتاه

رویی به بیضه حیوانات اشاره نمود. لذا   یق محیط کشتدفعات تزر

شود در مطالعات بعدی برای حصول نتایج بهتر، چند  پیشنهاد می

  تر صورت پذیرد. رویی با دوره درمان طولانی  تزریق محیط کشت

  

  گیری نتیجه

های بنیادی مزانشیمی مشتق از  حاصل از سلول  تزریق محیط کشت

اختلال آزواسپرمی القاشده با بوسولفان  های با بافت چربی به موش
دلیل داشتن فاکتورهای رشد، تمایزی و تکثیری موجب  احتمالاً به

شناختی و  های بافت ترمیم اسپرماتوژنز و بهبود شاخص

  شود.  ها می هیستومورفومتریک بیضه
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دانند تا از  نویسندگان این مقاله بر خود لازم میتشکر و قدردانی: 
مرکز تحقیقات فناوری ه آزاد اسلامی واحد شیراز، مسئولان دانشگا

که در دانشگاه علوم پزشکی شیراز  های بنیادی و سلول ژنیک ترانس
  انجام این مطالعه همکاری نمودند، تشکر و قدردانی نمایند.

در تمام مراحل انجام این مطالعه، اصول اخلاقی  :تاییدیه اخلاقی
  کار با حیوانات رعایت شده است.

هیچ گونه تعارض منافع از طرف نویسندگان مقاله : تعارض منافع
  ارایه نشده است.

پژوهشگر اصلی  ،دار (نویسنده اول) آرش پایهسهم نويسندگان: 
نگارنده /شناس روش ،%)؛ سید ابراهیم حسینی (نویسنده دوم)۳۰(

نگارنده /شناس روش ،%)؛ داود مهربانی (نویسنده سوم)۳۰مقدمه (
، تحلیل گر آماری فر (نویسنده چهارم) محسن فروزان%)؛ ۳۰بحث (

)۱۰(%  

این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه آزاد اسلامی : منابع مالی
  واحد شیراز انجام گرفته است.
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