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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج
)۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶مرداد و شهريور ، ۳، شماره۲۲دوره   

يميمزانش �اديبن �هاسلول از حاصل کشت طيمح اثر
 القاء کيآزواسپرم �نابارور درمان در استخوان مغز

  يس –بالب موش در بوسولفان لهيوس به شده
  

  ۴فر فروزان محسن ،۲و۱ينيحس ميابراه ديس ،۲و۱يوحدت اکبر ،*۳يمهربان دداو ،۲و۱مظفر احمد

  
 ،ياسلام آزاد دانشگاه راز،يش واحد ،يشناسستيز گروه ۲ ران،يا ،فارس ،ياسلام آزاد دانشگاه رس،فا قاتيتحق و علوم واحد ،يشناس ستيز گروه۱
 مرودشت، واحد ،يشناسستيز گروه ۴ ران،يا ، رازيش راز،يش يپزشک علوم دانشگاه ،�اديبن �هاسلول �فناور قاتيتحق مرکز۳ ران،يا راز،يش

  رانيا مرودشت، ،ياسلام آزاد دانشگاه
  

  ۹/۴/۱۳۹۶ :رشيپذ تاريخ          ۶/۱۰/۱۳۹۵: وصول تاريخ
  دهيچک
ن مطالعه با هدف يلذا ا ،باشد �ساز نابارورنهيتواند زميمماران مبتلا به سرطان يدر ب يدرمانيميش �ز داروهايتجو :نه و هدفيزم

ک القاء يآزواسپرم �ر درمان نابارورد) تايکريس(مغز استخوانيميمزانش �اديبن �هاط استفاده شده در کشت سلولياثر مح يبررس
  .ديانجام گرد يسـ له بوسولفان در موش بالبيشده به وس

  

 يمآزواسـپر  به سه گروه کنتـرل،  يبه صورت تصادف يس - بالب از نژاد �سر موش سور ۱۸، ين مطالعه تجربيدر ا :يروش بررس
يمآزواسـپر  �توقـف اسـپرماتوژنز و القـا    �برا. افت نکردنديدر ييمار دارويگونه تچيوانات گروه کنترل هيح. م شدنديتا تقسيکريو س

 ۳۵. ق شـد ي ـتا تزريکريو س ـيمگـروه آزواسـپر   �هاروز به موش ۲۱با فاصله ) لوگرم وزن بدنيگرم بر ک يليم ۱۰(دو دوز بوسولفان
ضـه مـوش  يز استخوان بـه درون ب مغ يميمزانش �اديبن �هاسلول ط استفاده شده در کشتيق بوسولفان، محين تزريروز بعد از آخر

 يد و تحـت بررس ـ ي ـوانـات جـدا گرد  يحيمتمـا  �هـا ضـه يط کشـت، ب يق مح ـي ـهشت هفته پس از تزر. ديق گرديتا تزريکريگروه س �ها
  .ل قرار گرفتيه و تحليک طرفه مورد تجزيانس يها با استفاده از آزمون وارداده .ک قرار گرفتنديستوموفومتريک و هيستولوژيه

  

 �فضاها و بود افتهي کاهش شدت به کياسپرماتوژن �هاسلول ،يآزواسپرم گروه در، دادک نشان يستولوژيه �هاافتهي :اهافتهي
 نيچنهم. شد مشاهده اسپرماتوژنز نديفرا و ايزا وميتلياپ هيلا بهبود تايکريس با درمان از پس. ديگرد مشاهده ايزا وميتلياپ در واکوئله

و شاخص اسپرماتوژنز  ي، مساحت مقطع عرضي، قطر کليضخامت و مساحت سلول که داد نشان کيستومورفومتريه �هاافتهي
اما نسبت به گروه کنترل کاهش نشان  ،)>۰۰۱/۰p(ش داشتيافزا يمتا نسبت به گروه آزواسپريکريساز در گروه س يمن �ها لوله
کاهش داشت   يمتا نسبت به گروه آزواسپريکريکنترل و س ساز در گروه يمن �ها لوله �ن تعداد و تراکم عدديچنهم). >۰۵/۰p(داد

)۰۰۱/۰p<(، نداشتند �دار يساز اختلاف معنيمن �هالوله يدر هر سه گروه، قطر و مساحت لومن)۰۵/۰p>.(  
  

  

توانـد موجـب بازگشــت   يم ـ) تايکريســ(مغـز اسـتخوان   يميمزانش ـ �اديــبن �هـا سـلول  ط اسـتفاده شــده در کشـت  يمح ـ :�ري ـگجـه ينت
ن در درمـان  يش ـيپ �هـا افتـه يتوانـد بـه   يم ـهـا  افتهين يا .له بوسولفان شوديک القاء شده به وسيآزواسپرم �هارماتوژنز در موشاسپ

  .جنس نر اضافه گردند �نابارور
  

  يبوسولفان، آزواسپرم تا،يکري، سيميمزانش �اديبن �هاسلول :�ديکل �هاواژه
  

  �اديبن �هاسلول �فناور قاتيتحق مرکز ،شيراز يپزشک علوم شگاهدان راز،يش ،يمهربان دداو: مسئول سندهينو*
Email: mehrabad@sums.ac.ir  
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  مقدمه

 معضـل  امـروز  �بشر جامعه مشکلات از يکي

 ۱۵ يالــ ۱۰ حــدود يب ـيتقر طــور بـه . اســت �نابـارور 

ــارور درصــد ــاديا �ناب ــردان در شــده ج ــه م ــدل ب  لي

 .)۱(باشديم �انسداد ريغ اي و �انسداد )۱(يآزواسپرم

 به يمآزواسپر درمان �برا �اريبس �هاتلاش امروزه

يم ـ انجـام  حـال  در آن �انسـداد  ري ـغ نـوع  خصوص

 سراسر در عيشا �ها�ماريب از يکي سرطان .)۲(باشد

 جهـت  موارد از �اريبس در که ديآيم حساب به جهان

 ري ـنظ ييداروهـا  بـا  يدرمـان يميش روش از آن درمان

 نـامطلوب  ازاثـرات  يکي). ۳(شوديم استفاده بوسولفان

 رونـد  در اخـتلال  بوسـولفان  �دارو بـا  يدرمـان يميش

  ). ۳( باشديم يمآزواسپر عارضه و اسپرماتوژنز

 �دارو کي ـ) Busilvex �تجار نام با( بوسولفان

 رهي ـزنج بـه  اتصـال  بـا  که است يعامل دو كننده آلكيله

DNA دارو ني ـا). ۴(گـردد يم ـ يسلول ميتقس مهار باعث 

 بـه  نييپـا  دوز در يدرمـان يميش ـ عامـل  کي ـ عنوان به

 مـزمن  ديلوئيم يملوس درمان در مدت يطولان صورت

 مغـز  �ادي ـبن �هـا سـلول  ونديپ از شيپ بالا دوز در اي

 مـورد  سرطان از �گريد �هاگونه درمان در استخوان

 کـه  اسـت  دهيگرد مشخص). ۵ـ۸(رديگيم قرار استفاده

 و سيآپوپتـوز  زانيم فتنر بالا باعث بوسولفان زيتجو

ــاهش ــهيب وزن ک ــا ض ــ ه ــردديم ــرات). ۹(گ ــوء اث  س

 �رو بـر  سـرطان  ضد �دارو کي عنوان به بوسولفان

). ۱۰و۱۱(اسـت  دهي ـگرد مشـخص  اسپرماتوژنز نديفرا

ــعق ــر دهي ــا ب ــت ني ــه اس ــتلال ک ــاديا اخ ــده ج  در ش

 ليــدل بــه بوســولفان بــا درمــان از پــس اســپرماتوژنز

 �هـا سـلول  �رو بـر  اثـر  و آن يکنندگ لهيآلک تيخاص

    .). ۱۰(باشديم ياسپرماتوگون

روش از مـردان  �نابارور درمان �برا امروزه

 از اسـتفاده  بـا  يدرمـان  سـلول  جملـه  از يمختلف ـ �ها

يميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سـلول  اي ـ و اي ـزا �هـا سلول

 مختلــف �هــاروش انيــم در). ۱۲( شــوديمــ اســتفاده

 �بـرا  �ادي ـبن �هـا سـلول  از اسـتفاده  يدرمـان  سلول

 اريبس دهيد بيآس بافت عملکرد اي ساختار بازگرداندن

 يمختلف ـ منـابع ). ۲و۱۳(اسـت  گرفتـه  قـرار  توجه مورد

 از ردي ـگيم قرار استفاده مورد �اديبن �هاسلول �برا

 �ادي ـبن �هـا سـلول  اي ـ ينيجن �اديبن �هاسلول جمله

 بـه  يميمزانش �اديبن �هاسلول از استفاده اما پرتوان،

 توجـه  مـورد  آن بـا  کـار  و يدسترس در سهولت ليدل

 از توانـد يم ـيميمزانش ـ �اديبن �هاسلول. است اريبس

 پالـپ  ،يچرب ـ بافـت  استخوان، مغز مانند يمختلف منابع

 �بـرا  ييبـالا  ييتوانـا  يهمگ که يقاعدگ خون و دندان

 بـه  انـد داده نشـان  خـود  از مختلـف  �هابافت به زيتما

 �ادي ـبن �هـا سـلول  اني ـم نيا در ،)۱۴ ـ۱۸(نديآ دست

 زيتمـا  در بالا ييتوانا ليدل به استخوان مغز يميمزانش

 از �اريبســ توجــه مــورد يســلول �هــارده انــواع بــه

  ). ۲و۱۹(اندگرفته قرار پژوهشگران

 دهي ـد بيآس �هابافت ميترم �برا هاسلول نيا

 دي ـتول به قادر نيچن هم و رنديگيم قرار استفاده مورد

 �هـا سـلول  ميتـرم  کي ـتحر باعـث  کـه  هستند يعوامل

 يــيرو کشــت طيمحــ). ۱۳(شــونديمــ ياســپرماتوگون

                                                             
1- Azoospermia 
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 يفوقان عيما به تايکريس اي �اديبن �هاسلول از حاصل

 کـه  گـردد يم اطلاق بالا يسلول تراکم با فلاسک درون

يآنت ـ و )۲(�گـاو  نيجن ـ سرم ،)DMEM)۱ طيمح �حاو

يم ـ آن گـر يد اتيخصوص از و بوده لازم �هاکيوتيب

ــوا ــه نت ــود ب ــا وج ــد �فاکتوره ــلول رش ــاره يس  اش

  ).۲۰(کرد

 درمـان  نديآفر در �اديبن �هاسلول از استفاده

 در گرفتـه،  قـرار  توجـه  مـورد  اريبس رياخ �هادهه در

 بـر  ابـت يد از يناش ـ عـوارض  �رو بر که يهايهمطالع

سـلول  از اسـتفاده  شد مشخص ديگرد انجام کبد �رو

 بهبـود  باعـث  اسـتخوان  مغـز  يميمزانش ـ �ادي ـبن �ها

ــديفرا ــرم ن ــد در ميت ــ کب ــردديم ــم). ۲۰(گ ــه  در نيچن

 �هاسلول از استفاده که شد داده نشان گريد يپژوهش

 عـوارض  توانـد يم ـ اسـتخوان  مغـز يميمزانش ـ �اديبن

 ميترم در و دهد بهبود را خوک در يقلب سکته از يناش

 سـلول ).۲۱(دي ـنما فـا يا يمثبت ـ نقـش  دهي ـد صدمه بافت

 مغـز يميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سـلول  لهيوس به يدرمان

 در يدگييســا از يناشــ عاتيضــا ميتــرم در اســتخوان

 يبــافت عــوارض بهبــود باعــث �هنــد خوکچــه �زانــو

  ).۲۲(ديگرد

 کــه دهيــگرد مشــخص ريــاخ �هــاهمطالعــ در 

 �ادي ـبن �هـا سـلول  از حاصل کشت طيمح از استفاده

 بهبـود  و هي ـر در التهـاب  کـاهش  در توانـد يم ـ پرتوان

ــا  ميتــرم نــديفرا   عهيضــا دچــار مــارانيب در انــدام ني

 حاصـل  کشـت  طيمح نيچنهم). ۲۳(باشد ثرؤم يتنفس

 ميتـرم  در توانـد يم ـيميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سلول از

 نشان �گريد پژوهش در). ۲۴(باشد ثرؤم �کبد بيآس

 �اجـداد  سـلول  از حاصـل  کشـت  طيمح ـ کـه  شد داده

 در کتهس از حاصل بيآس ميترم در توانديم الياندوتل

 کـه  اسـت  شـده  مشخص نيچنهم) ۲۵(باشد ثرؤم قلب

ــيرو کشــت طيمحــ ــبن �هــاســلول از حاصــل ي  �ادي

 و ميترم در توانديم) تايکريس(استخوان مغزيميمزانش

 ثرؤم زانو يدگييسا از يناش يغضروف عاتيضا اميالت

 کــه ديــگرد انيــب �گــريد مطالعــه در). ۲۲(شــود واقــع

 فيتخف باعث �اديبن �هاسلول از حاصل کشت طيمح

    . ).۲۶(گردديم هيکل بر نيسيجنتاما از يناش بيآس

ــهيزم در اگرچــه ــرم ن ــوارض ميت ــ ع  از يناش

 مغـز  يميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سـلول  با يدرمان يميش

 يقـات يتحق مختلـف  �هـا گونـه  ضهيب �رو بر استخوان

 يـي رو کشـت  طيمح ـ اثـر  تـاکنون  امـا  ،گرفتـه  صورت

  اسـتخوان  مغـز  يميزانشم �اديبن �هاسلول از حاصل

 نگرفتـه  قـرار  مطالعـه  مورد صهينق نيا ميترم �رو بر

 طيمح ـ اثـر  يبررس ـ هـدف  بـا  پـژوهش  ني ـا لذا ،است

 يميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سلول کشت در شده استفاده

 القـاء  کيآزواسـپرم  �نابارور درمان در استخوان مغز

 انجـام  يس ـ ـ ـبالب موش در بوسولفان لهيوس به شده

  .ديگرد

  

  يبررس وشر

 �سر موش سـور  ۱۸از  ين مطالعه تجربيدر ا

 ۳۰±۵ يوزن ـ �در محـدوده   يس ـ ـنر بالغ نـژاد بالـب    

ــتفاده گرد  ــرم اس ــگ ــول دوره تحق. دي ــدر ط ــه ي ق، هم

                                                             
1- Dulbecco’s modified eagle medium(DMEM) 
2-Fetal Bovine Serum (FBS) 
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ــذا يح ــات از آب و غ ــدود  ي �وان ــدون مح ــان ب ت يکس

 �ط کنتــرل شــده در دمــايبرخــوردار بــوده و در محــ

 ــ ۲±۲۲ ــه سلسـ ــرايدرجـ ــاعت  ۱۲ط يوس، در شـ سـ

شـگاه مرکـز   يدر آزما يکيسـاعت تـار   ۱۲و  ييروشنا

. شـدند  �راز نگهداريش يوانات دانشگاه علوم پزشکيح

در مورد  يالمللنين بيق بر اساس قوانين تحقيپروتکل ا

تــه يم و در کميتنظــ يشــگاهيوانــات آزمايت از حيــحما

  . ديثبت گرد يماخلاق دانشگاه آزاد اسلا

بـه   يوانات بـه طـور تصـادف   ين مطالعه حيدر ا

. م شـدند يتا تقسيکريو س يمسه گروه کنترل، آزواسپر

. قـرار نگرفتنـد   �ماريچ تيوانات گروه کنترل تحت هيح

، يآزواسـپرم  �ب اسـپرماتوژنز و القـا  يبه منظور تخر

 ۲مـار  يتا تحـت ت يکريو س ـ يموانات گروه آزواسپريح

گرم بر يليم ۱۰بوسولفان با دوز  يق درون صفاقيتزر

 ۳۵روز قرار  گرفتنـد،   ۲۱ا فاصله لوگرم وزن بدن بيک

ط کشـت  يق بوسـولفان، مح ـ ي ـن تزريبعد از آخـر  روز

مغـز اسـتخوان بـه درون     �اديبن �هاسلولحاصل از 

د و بعـد از  يق گرديتا تزريکريگروه س �هاضه موشيب

ــه از تزر  ــگذشــت هشــت هفت ــام يق محــي ط کشــت، تم

اتـر کشـته شـدند و     به وسيله يهوشيوانات بعد از بيح

  .دياز آنها انجام گرد �ريگنمونه 

ــرايــدر ا ــه ب ــاســلولاســتخراج  �ن مطالع  �ه

 �ک عدد موش سـور يمغز استخوان يميمزانش �اديبن

ق ي ـعم يهوشيب �را پس القا يس ـنر بالغ از نژاد بالب  

 �ري ـگنمونـه  �اسـتخوان گـردن بـرا    ييبا اتر و جابجا

 يجاد برشيل با ايط استريت شرايآماده کرده و با رعا

استخوان ران را خارج نموده و پس از يمه شکيحدر نا

ها، آنها را در استخوان �ز کردن بافت عضله از رويتم

ک ي ـوتيبيم و آنت ـيبافر فسفات سـد  �لوله فالکون حاو

ن يس ـين و ضد قارچ آمفوتريسياسترپتوما ـ  نيليسيپن

 يدرشت ن �هااستخوان �حاو �هالوله. قرار داده شد

  . ديمنتقل گردر هود يخ به زي �بر رو

ق ي ـد و بـا تزر ي ـاسـتخوان جـدا گرد   �دو انتها

يآنت ـ �و حـاو  �ن گـاو يفاقد سـرم جن ـ  DMEM طيمح

ــوتيب ــاکي ــ �ه ــيپن ــين و استروتومايليس ــز يس ن مغ

 �ط حـاو يد، سـپس فـالکون مح ـ  ي ـاستخوان خارج گرد

قـه بـا سـرعت    يدق ۵مغز استخوان به مـدت   �هاسلول

ن کـار  ياز ا وژ شد و پسيفيقه سانتريدور در دق ۱۲۰۰

بـه  DMEM ط يپت برداشته و مح ـيله پيبه وس ييفاز رو

ل شـده در کـف فـالکون اضـافه شـده و      يرسوب تشـک 

متـر  يسانت ۲۵به فلاسک  يون سلوليسپس سوسپانس

ن يبـا سـرم جن ـ  DMEM ط کشـت  يمح ـ �که حاو يمربع

              ک يــــوتيبيدرصــــد آنتــــ ۱درصــــد و  ۱۰ �گــــاو

د و فلاسک يد، منتقل گردن بويسياسترپتوماـ   نيسليپن

وس و رطوبـت  يدرجه سلس ـ ۳۷ �در انکوباتور با دما

د کــربن قــرار ياکســ �درصــد د ۵اســتاندارد و غلظــت 

   .گرفت

ه و سـپس  ي ـسـاعت اول  ۲۴ط کشت پس از يمح

ض يل تعــويط اســتريت شــرايــســاعت بــا رعا ۷۲هــر 

ده به کف يچسب �هاسلولش تراکم يپس از افزا. ديگرد

م يعمــل پاســاژ بــا کمــک آنــز درصــد  ۸۰فلاســک تــا 

سـه بـار پاسـاژ داده     هاسلول و دين انجام گرديپسيتر

ه ي ـن تهيپسيب که با استفاده از ترين ترتيبد). ۱۴(شدند

قـه  يبکو کشور آلمان در مدت سـه دق يشده از شرکت گ
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 يخنث ـ �بـرا . سلول از کـف ظـرف کشـت جـدا شـدند     

 �ط کشـت حـاو  يتر محيل يليم ۲ن ، يپسياثر تر �ساز

. دي ـدرصد به فلاسک افزوده گرد ۱۰ �ن گاوينسرم ج

ط کشت تحت عنوان پاساژ يجدا شده از مح �هاسلول

. افـت ين اعمال تا پاساژ سوم ادامه يده شد و اياول نام

ده بـه کـف   يچسـب  �هاسلولکه  يدر پاساژ سوم زمان

 يـي ط کشت رويدرصد سطح را پوشاندن مح ۸۰ظرف 

ت ي ـا دقـت و رعا ب هاسلولقبل از جدا کردن ) تايکريس(

  . شد �آورپت از فلاسک جمعيله پيل بوسيط استريشرا

 �اديــبن �هــاســلولاثبــات حضــور   �بــرا

سلولط و عدم وجود يمغز استخوان در مح يميمزانش

ن مطالعـه، از  ي ـدر ا) خونسـاز (کيتيهماتوپ �اديبن �ها

ــنش زنج ــواک ــي ــردار   يره پل ــت ب ــا رونوش ــراز ب  �م

  . استفاده شد )RT-PCR()۱(معکوس

 �هـا نيکه از پـروتئ CD90 ن راستا حضور يدر ا

اسـت و عـدم    يميمزانش �اديبن �هاسلول ياختصاص

 ياختصاص ـ �هـا نيکـه از پـروتئ   CD34 و CD45حضور 

 mRNAباشند، در سطح يمخون ساز  �اديبن �هاسلول

 �هـا سـلول ن کار از يا �برا. قرار گرفت يمورد بررس

در مرحلـه اول  د، يموجود در پاساژ سوم استفاده گرد

ت شـرکت  ي ـبـا کمـک ک   يبه روش ستون RNAاستخراج 

و طبـق دسـتورالعمل شـرکت    ) رانيتهران،ا(ز آزمايتجه

در  cDNAدر مرحلــه دوم . ســازنده صــورت گرفــت  

معکوس ساخته شد، سـپس واکـنش    يسيواکنش رونو

کلر با استفاده يمراز در دستگاه ترمال سيپل �ارهيزنج

 �د تــــريــــکلئوتنو يکرومــــول دزوکســــيم ۲۰۰از 

د يــکرومــول کلريم cDNA ،۵/۰کرومــول يم ۵/۲فســفات،

مـراز تـک و هـم   يپل ـ DNA ميتر آنـز يکروليم ۲۵م،يزيمن

در ) ۱جدول  ( ياختصاص �مرهايپرا و PCRن بافر يچن

 يواسرشتگ ؛يکلر با دما و زمان دهيدستگاه ترمال سا

قــه ســپس يدق ۵وس بــه مــدت يدرجــه سلســ ۹۵ه يــاول

ه، ي ـثان ۳۰وس به مـدت  يسلس۹۵هرچرخه  يواسرشتگ

ــوال ياتصــال پرا ــه ت ــر ب ــه  cDNA ۵۷هــدف در  يم درج

د ي ـه، امتداد و ساخت رشته جديثان ۳۰ �وس برايسلس

ه و تکـرار سـه   ي ـثان ۳۰وس بـه مـدت   يدرجه سلس ۷۲

 ييامتداد نهـا  �دوره، و سپس برا ۳۰ �مرحله آخر برا

وس قـرار  يدرجـه سلس ـ  ۷۲ �قه در دمـا يدق ۵به مدت 

  . گرفت

بـر   PCR رحله بعـد الکتروفـروز محصـول   در م

د يــوم برومايديــات �درصــد حــاو ۵/۱ژل آگــارز  �رو

 يابي ـبه دست آمده مورد ارز �صورت گرفته و باندها

    . .قرار گرفت

مغـز   يميمزانش ـ �اديبن �هاسلولپس از آنکه 

 �بـرا  ددرصد سطح فلاسک را پوشـاندن  ۸۰استخوان 

هفتـه در   ۳دت ز آنها بـه اسـتخوان، آنهـا را بـه م ـ    يتما

 ۱۰، �ن گـاو يدرصد سرم جن ـ ۱۵ �حاو DMEMط يمح

ــيم ــولار گليل ــفات،يم ــولار اليم ۲۰۰ســرول فس کروم

نانومولار دگزامتازن کشت داده  ۱۰۰د، يک اسياسکورب

ز بافـت اسـتخوان دوبـار در    يط کشـت تمـا  يشدند، مح

ن رد يآلـزار  �زي ـآمسپس بـا رنـگ  . ديهفته عوض گرد

قـرار   يتخوان مـورد بررس ـ به بافت اس هاسلولز يتما

، يـي ط رويه مح ـي ـن صورت که پـس از تخل يبد.  گرفت

                                                             
1- Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 

 
 



 و همکاران مظفر احمد

)۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶ـ مرداد و شهريور۳شماره ـ۲۲مجله ارمغان دانش ـ دوره   300

قـه  يدق ۱۰درصـد بـه مـدت     ۴د يبا پارافرمالدئ هاسلول

 �قه در دمايدق ۲۰به مدت هاسلولت شده و سپس يتثب

وم ي ـدرصـد آمون  ۱و  )۱(ن رديدرصـد آلـزار   ۱اتاق بـا  

 ۱بار هر بـار بـا    ۴و سپس . انکوبه شد )۲(ديدروکسايه

قـه شستشـو شـده و    يدق ۵تر آب مقطر به مـدت  يليليم

 �زي ـآمن رنـگ يد، در اياتاق خشک گرد �سپس در دما

م حاصـل از  يکلس ـ �ون هـا ي ـن رد با اتصال به يآلزار

صـورت  ه ط کشـت ب ـ ياستئوبلاست در مح ـ �هاسلول

ه مـواد مـورد   ي ـباشـد، کل يم ـص يدرخشان قابل تشـخ 

ــرار گرفتــه در فرا   ــتفاده ق ــد تمــا ياس کت ز از شــرين

  . ه شديکا تهيآمر چ،يآلدرـگمايس

 �ضـه  يط کشـت بـه درون ب  يق مح ـيتزر �برا

ن و يهــوش نمــودن آنهــا بــا کتــاميهــا، پــس از بمــوش

د ي ـآمـاده گرد  يجراح �آنها برايمن، سطح شکيلازيزا

ه شـکم  يدر ناح �متريسانت ۲جاد شکاف يو سپس با ا

اط يفراهم شد، سپس با احت يه صفاقيبه ناح يدسترس

ه ضــه را بــيدم، بيــدياپ �ب زدن بــه مجــرايآســبــدون 

جدا کرده و بـا کمـک    يک سوزن از بافت چربيله يوس

مشـخص شـده   ) تريکروليم ۱۰۰(ط کشتيپت محيک پي

�را بـه درون مجـرا   )۱:۱به نسبت ( بلو پانيتر رنگبا 

ضـه را بـه   يسـپس ب ). ۱شـکل  (دي ـق گرديتزر )۳(آوران

ه در جـاد شـد  يخـود بازگردانـده و شـکاف ا    يمحل قبل

  . ديه گرديوان بخيصفاق و پوست ح

ط يق مح ـي ـپـس از گذشـت هشـت هفتـه از تزر    

شد و پس از  �آورها جمعهمه گروه �ضه هايکشت، ب

 يمراحل بـرش بـافت   يدرصد و ط ۱۰ن يت با فرماليتثب

سـلول ن شـمارش  يائـوز  ـ  نيهماتوکسل �زيآمبا رنگ

د بـا  يت و اسـپرمات ي، اسپرماتوس ـياسـپرماتوگون  �ها

د و هـم يانجام گرد )۴(۲نوکپچر يده از نرم افزار داستفا

ساز يمن �هاک لولهيستومورفومتريشاخص ه ۹ن يچن

ــيب ــومن يضــه شــامل قطــر کل ــومنيو ل ، ي، مســاحت ل

، ي، مسـاحت مقطـع عرض ـ  يضخامت و مساحت سـلول 

ضـه  يساز بر واحد سطح ب يمن �هاتعداد و تراکم لوله

ابق بـا  سـاز مط ـ يمن ـ �هاو شاخص اسپرماتوژنز لوله

قطـر  ). ۲۷(شـدند  �ري ـگو همکاران انـدازه  يروش پناه

ن دو يانگي ـساز از مجموع و سـپس م يمن �هالوله يکل

ه تـا طـرف   ي ـپا �ک طـرف غشـا  ي ـقطر عمود بر هم از 

لولـه  ي، قطر لومنيمشابه با قطر کل. گر محاسبه شديد

 يلـومن  �فضـا  �ري ـگز براساس اندازهيساز نيمن �ها

و  ياز اخـتلاف قطـر کل ـ   يلولضخامت س. به دست آمد

ــومن ــو ســپس م يل ــدازهن آنيانگي ــا ان ــگه  . .شــد �ري

 سـاز از ضـرب عــدد  هــا� منـي مسـاحت سـلولي لولـه   

π)۳.۱۴(     در مجذور ضـخامت سـلولي محاسـبه گرديـد .

در مجـذور قطـر    πمساحت لومني نيز از ضـرب عـدد   

مساحت مقطع  .اندازه گير� شد ۴م بر عدد يلومني تقس

به دست آمـد   Ac=πD2/4اساس فرمول بر )Ac()۵(يعرض

 ،Nv=NA/ (D+T)بـا توجـه بـه رابطـه    . است يقطر کل Dکه 
 کـه  شـد  محاسـبه   ساز يمن �ها لوله �عدد تراکم
 واحـد  در ساز يمن �ها لوله تعداد NA رابطه نيا در

 مقطـع  سـطح  ضخامت T و يکل قطر D ضه،يب سطح
 ييتوانـا  براساس اسپرماتوژنز شاخص. باشد يم

                                                             
1- Alizarin Red 
2-Ammonium Hydroxide 
3-Efferent duct  
4-Dinocapture 2 
5-Cross-sectional area 
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 شــمارش و ســاز يمنــ �هــا لولــه �ژنزاســپرماتو
 بـر  کـه  دي ـگرد محاسبه کياسپرماتوژن �هاسلول

 اسي ـمق با ريز مطابق ساز يمن لوله هر اساس نيا
 �هـا سـلول  حضور عدم) ۰ ؛شدند �بند رتبه ۰ـ۶

ــپرماتوژن ــط) ۱ ک،ياســـ ــلول فقـــ ــاســـ  �هـــ
 هـا  ياسپرماتوگون �هاسلول) ۲ ها، ياسپرماتوگون

ــ و ــا، تياسپرماتوســـ ــلول) ۳ هـــ ــاســـ  �هـــ
ــپرماتوگون ــا، ياســ ــ هــ ــا تياسپرماتوســ  و هــ

 دياسپرمات ۵۰ از کمتر تعداد و گرد �دهاياسپرمات
ــلول) ۴ دراز، ــاســ ــپرماتوگون �هــ ــا، ياســ  هــ

 از شيب ـ و گرد �دهاياسپرمات و ها تياسپرماتوس
 �هــــاســــلول) ۵ دراز، دياســــپرمات ۷۵ تــــا ۵۰

ــپرماتوگون ــا، ياســ ــ هــ ــا تياسپرماتوســ  و هــ
ــ و گـــرد �دهاياســـپرمات  ۱۰۰ تـــا ۷۵ از شيبـ
 �هــاســلول تمــام حضــور) ۶ و دراز، دياســپرمات

 در دراز دياسپرمات ۱۵۰ از شيب و کياسپرماتوژن
  ). ۲۷(ضهيب ساز يمن لوله هر

نـرم شـده بـا اسـتفاده از     �آورجمـع  �هاداده

ک ي ـانس ي ـوارآنـاليز   �آمار �هاو آزمون SPSSافزار 

  .تجزيه و تحليل شدند يتنيوو من يتوک ،طرفه

  

  هاافتهي

 يبررس ـ از پـس  که داد نشان مطالعه نيا جينتا

 استخوان مغز يميمزانش �اديبن �هاسلول �فاکتورها

 مختص يسطح مارکر وجود ، RT_PCR تست لهيوس به

هم و )CD90(استخوان مغز يميمزانش �اديبن �هاسلول

 �هـا سـلول  يسـطح  �فاکتورهـا  حضـور  عـدم  نيچن

 صمشـــــخ )CD45وCD34(ســـــازخـــــون �اديـــــبن

 در هـا  سـلول  ک،يمورفولوژ يبررس در). ۲شکل(ديگرد

 يبروبلاســتيف و شــکل يدوکــ �ظــاهر ،ســوم پاســاژ

 �ادي ـبن �هـا  سـلول  ياصـل  اتيخصوص از که داشتند

ــ ــکل(اســتيميمزانش ــس روز A  .۲۱)،۳ش  کشــت از پ

 رســوبات حضــور ک،ياســتئوژن طيمحــ در هــا ســلول

ــدن ــه يمع ــت ب ــا عل ــا ســلول زيتم ــ �ه ــه  يميمزانش  ب

 مشـاهده  رد نيزاري ـآل �زي ـآمرنـگ  بـا  ها لاستاستئوب

  ).B،۳ شکل(شد

 گـروه  در که داد نشان کيستولوژيه �ها افتهي

 انجـام  حـال  در کامـل  صـورت  به اسپرماتوژنز کنترل،

ــود ــواع و ب ــاســلول ان ــه کياســپرماتوژن �ه ــراه ب  هم

 مشـاهده  سـاز  يمن ـ �هـا  لولـه  در يسـرتول  �ها سلول

ــگرد ــروه در. ديــ ــپرم گــ ــلول ،يآزواســ ــاســ  �هــ

 �فضـاها  و بـود  افتـه ي کاهش شدت به کياسپرماتوژن

 از يانـدک  تعـداد . شـد  مشاهده ايزا وميتلياپ در واکوئله

 قـرار  هي ـپا �غشـا  �رو بـر  ياسپرماتوگون �هاسلول

 و بودنـد  مشـاهده  قابـل  يسـرتول  �ها سلول و داشتند

 گـروه  در. بود شده بيتخر کامل طور به اسپرماتوژنز

 اکثـر  در و بـود  رفتـه  نيب ـ از واکوئلـه  �فضا تايکريس

ــ �هــا لولــه ــواع ســاز يمن  ؛شــامل يســلول �هــا رده ان

 اســپرم و دياســپرمات ت،ياسپرماتوســ ،ياســپرماتوگون

 بـه  نسبت ايزا وميتلياپ يسلول ضخامت و داشت وجود

 بـه  نسـبت  امـا  ،داشت �اديز شيافزا يمآزواسپر گروه

 کاهش نسبتاً ايزا وميتلياپ يسلول ضخامت کنترل گروه

 مشـــاهده �کمتـــر دياســـپرمات تعـــداد و بـــود  افتــه ي

  ).۴شکل(ديگرد
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 کـه  که داد نشان کيستومورفومتريه �ها افتهي

 يلومن مساحت و قطر در) p<۰۵/۰(�دار يمعن اختلاف

 قطـر . نـدارد  وجـود  گروه سه هر در ساز يمن �ها لوله

ــ ــع مســاحت ،يســلول مســاحت و ضــخامت ،يکل  مقط

 در سـاز  يمن �اه لوله اسپرماتوژنز شاخص و يعرض

 تايکريس ـ و کنتـرل  گـروه  بـه  نسـبت يمآزواسپر گروه

 ،يکلــ قطــر. داشــت) p>۰۰۱/۰(�دار يمعنــ کــاهش

 و يعرض ـ مقطـع  مساحت ،يسلول مساحت و ضخامت

 گـروه  در سـاز  يمن ـ �هـا  لولـه  اسـپرماتوژنز  شاخص

ــ ــه نســـبت زيـــن تايکريسـ  کـــاهش کنتـــرل گـــروه بـ

 �هــا لولــه تعــداد. داد نشــان) p>۰۵/۰(�دار يمعنــ

 �هــا لولــه �عــدد تــراکم و ســطح واحــد در ســاز يمن ـ

 و کنتـرل  گروه به نسبتيمآزواسپر گروه در ساز يمن

 ،بود) p>۰۰۱/۰(�دار يمعن شيافزا �دارا کشت طيمح

 گـروه  بـه  نسـبت  تايکريس گروه در شاخص دو هر اما

  ).۲  جدول(نداشت) <۰۵/۰p( �داريمعن اختلاف کنترل

ــان  ــه درم ــدون مداخل ــرل ب ــروه کنت ــروه . يگ گ

ــولفان   آزواســپرمي ــيط کشــت دو دوز بوس  ۱۰(و مح

روز بـه صـورت    ۲۱به فاصـله  ) ميلي گرم بر کيلوگرم

 ۳۵گـروه محـيط کشـت    . درون صفاقي دريافت کردند

ــيط    ــولفان، محـ ــق بوسـ ــرين تزريـ ــس از آخـ روز پـ

بافـت مغـز    هـا� بنيـاد� مزانشـيمي    رويي سـلول  کشت

ن بيضـه  از طريـق تزريـق بـه درو   ) سيکريتا(استخوان 

�  حروف نامشـابه نشـان دهنـده   : a,b,c. دريافت کردند

نشـان دهنـده   * باشد؛ ها مي اختلاف معني دار بين گروه

نشـان دهنـده سـطح معنـي      **؛p>۰۵/۰سطح معني دار

  .p>۰۰۱/۰دار 

  

  

  

  

 کشت محيط تزريق ،)(Bتزريق سهولت �برا آوران مجرا� تثبيت ،)A(بيضه تثبيت  ؛سي ـبالب موش بيضه به سيکريتا محيط تزريق مراحل: ۱ شکل
  (C)ساز مني ها�لوله درون به بلو تريپان رنگ با شده مشخص
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 CD45 و CD34 هماتوپويتيک مارکرها� بيان عدم و CD90 مارکر بيان RT-PCR محصولات آگارز ژل الکتروفروز: ۲ شکل

  

 �هاسلوليممزانشي ماهيت بيانگر) (Bاستخوان بافت به شده داده شتک �هاسلول تمايز ، (A)شده داده کشت سلولها� شکل دوکي ظاهر: ۳شکل
  .باشنديم تحقيق در شده استفاده بنياد�
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 فعاليت کنترل گروه در: ائوزين- هماتوکسيلين آميز� رنگ و x100 نمايي بزرگ با مختلف ها� گروه در بيضه بافت ميکروگراف: ۴ شکل
 فضاها� و شده وسيع لومني فضا�يمآزواسپر گروه در ،(A) دارند حضور اسپرماتوژنيک ها� رده مامت و باشديم کامل صورت به اسپرماتوژنز

 اسپرماتوژنز سيکريتا گروه در ،)(B است شده تخريب کامل صورت به اسپرماتوژنز ،)ها پيکان نوک( است مشاهده قابل زايا اپيتليوم در واکوئله
 ۵۰ معادل عکس پايين سياه نوار  (C). شونديم ديده اسپرماتوژنيک سلولي ها� رده و رفته ينب از واکوئلي فضا�. است مشاهده قابل فعال

 .است ميکرومتر

  

   يسلول �اهکررما ييشناسا جهت شده استفاده ها� پرايمر توالي  :۱ جدول

ژن نام اليگونوکلئوئيد� توالي   

 CD34  - F AATGAGTCTGTTGAGGAA 
CD34- R  CTGTCTGAAGTAGTAGGC 
CD45- F AAGTGGATGTCTATGGTTA 
CD45- R GAAGGAAGTCTCTGGTAT 
CD90- F GAAGACAAGGAGCCAGAAC 
CD90- R GCAAGGGAAAGAAGAATAAAGG 
  آزمايش در استفاده مورد ها� پرايمر) R( پيرو و)F( پيشرو توالي

  

  آزمايش مورد ها� گروه در هيستومورفومتريک ها� يافته مقايسه: ۲ جدول

 ها� آزمايش گروه                
  متغير    

  )سيکريتا(کشت محيط  آزواسپرمي کنترل

 a۶۲/۲±۱۴/۹۲ a۷۴/۱±۲۲/۹۷ a۸۹/۸۶±۹۱/۹۱  )ميکرومتر( لومن قطر

 a۱۳/۴۳۳±۹۷/۷۱۵۲ a۵۲/۲۵۷±۸۷/۷۶۳۹ a۷۴/۴۱۶±۷۸/۷۰۸۲   )مربع ميکرومتر( لومن مساحت

 a۹/۳±۸۶/۲۲۹ b**۴۵/۱±۹۲/۱۲۱ c*۹۸/۲±۴۱/۲۱۵  )ميکرومتر( کلي قطر
  a۶۵/۱±۸۶/۶۸  b**۵۶/۰±۳۴/۱۲ c*۳۰/۱±۷۵/۶۱   )ميکرومتر(  سلولي ضخامت
 a۴۰/۷۰۸±۷۶/۱۵۶۶۲ b **۵۲/۵۹±۴۵/۵۶۷ C*۳۶/۵۰۱±۴۹/۱۲۴۶۰  (µm2)  سلولي مساحت
 a۵۲/۱۴۵۳±۴۴/۴۲۵۷۱ b**۵۹/۲۸۴±۴۰/۱۱۸۲۴ c*۲۵/۱۰۲۵±۵۶/۳۷۰۷۵  )مربع ميکرومتر(  سطح واحد بر عرضي مقطع مساحت

 a۰۶/۰±۵۵/۷ b**۴۱/۰±۷۸/۱۴ a۱۵/۰±۲۷/۷  )مربع  متر يليم(  ساز مني ها� لوله تعداد

 a۰۰۰۶/۰±۰۳/۰ b**۰۰۳۵/۰±۱۱/۰ a۰۰۱/۰±۰۳/۰  ساز مني ها� لوله عدد� تراکم

 a۰۹/۰±۱۷/۶ b**۰۴/۰±۷۳/۱ a۲۰/۰±۹۲/۵  اسپرماتوژنز شاخص
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  بحث

 قابـل  بهبود انگريب پژوهش نيا از حاصل جينتا

 ضـه يب يبافت �هاشاخص و نزاسپرماتوژ نديفرا توجه

 از حاصـل  کشـت  طيمح ـ با درمان تحت �هانمونه در

 بـه  نسـبت  اسـتخوان  مغز يميمزانش �اديبن �هاسلول

. باشـد يم ـ بوسـولفان  با شده القاء کيآزواسپرم گروه

 گرم يليم ۱۰ بوسولفان دوز دو از پژوهش نيا در
 در کـه  شد استفاده روز ۲۱ فاصله به لوگرميک بر

 همسـتر  و ييصـحرا  مـوش  در يقبل ـ �هـا همطالع
 رفـتن  نيب ـ از باعـث  توانـد  يم که است داده نشان

  ).۲۷(شود اسپرماتوژنز بيتخر و ايزا وميتلياپ

 بوسـولفان  از يناش ـ عوارض درمان نهيزم در

 �هـا سـلول  لهيوس ـ بـه  اسـپرماتوژنز  نـد يفرا �رو بر

 عنـوان  به. است دهيگرد انجام يمختلف قاتيتحق �اديبن

 �ادي ـبن �هـا سلول قيتزر يدرمان اثر يبررس در مثال

 يناش ـ يمآزواسپر درمان در استخوان مغز يميمزانش

ــولفان از ــاتيح در بوس ــنظ يوان ــتر ري ــوش و همس  م

ــحرا ــب ييصـ ــود انگريـ ــل بهبـ ــه قابـ ــديآفر ملاحظـ  نـ

قي ـتحق در) ۲۸و۲۹( بود واناتيح نيا در اسپرماتوژنز

 در يچرب ـ بافـت  �هـا سـلول  قي ـتزر اثـر  �گـر يد �ها

 ييصــحرا مــوش در بوســولفان از يناشــيمآزواسـپر 

سلول نيچنهم). ۳۰(داد نشان را بهبود از مشابه جينتا

 التهـاب  کـاهش  �برا موارد از �اريبس در �اديبن �ها

 نيهم ـ بـه  و شـوند يم استفاده آن از يناش عوارض و

�مـار يب بـا  مقابلـه  �بـرا  هاسلول نيا از استفاده ليدل

 کـه  جـا  آن از). ۳۱(است شيزااف به رو يمنيا خود �ها

 �هـا سـلول  خـود  اي ـآ کـه  است مطرح �اديز سوالات

 را دهي ـد صـدمه  بافـت  به ليتبد و ميترم تيقابل �اديبن

 بافت نيا ميترم �برا مناسب يطيمح که نيا اي و دارند

 با تا است داشته آن بر را نيمحقق کنند،يم فراهم را ها

 به �اديبن �هاسلول از حاصل کشت طيمح از استفاده

    . . .بپردازند آن يدرمان اثرات يبررس

سـلول  کـه  است داده نشان نيشيپ �هاهمطالع

 در را يگونـاگون  �فاکتورهـا  يميمزانش ـ �ادي ـبن �ها

 بـه  تـوان يم ـ جملـه  آن از که کننديم رها کشت طيمح

 ،)۲(يتيهپاتوس ـ ، )۱(بتـا  �هـا اسـتحال  رشد  �فاکتورها

ــيکرات ــتيف ،)۳(يتينوسـ ــپا يبروبلاسـ ــدوتل ،)۴(هيـ  اليانـ

 يق ـيتحق در). ۳۲( نمود اشاره ها نيتوکيس و )۵(يعروق

سـلول  از حاصـل  کشت طيمح يدرمان اثر �رو بر که

 در زانـو  يدگييسـا  درمـان  در يميمزانش ـ �اديبن �ها

 مشـاهده  يبـافت  بيآس توجه قابل ميترم �هند خوکچه

 يدرمـان  اثـر  بـا  رابطـه  در مطالعـه  کي ـ در) ۲۲(ديگرد

 يميمزانش ـ �ادي ـبن �هـا سلول از حاصل تکش طيمح

 از يناش ـ �وي ـکل حـاد  بيآس درمان در استخوان مغز

 ني ـا که شد داده نشان ييصحرا موش در نيسيجنتاما

ــ ــر طيمح ــت �رو ب ــکل باف ــرات �دارا هي ــافظت اث  يمح

 ). ۳۳(است

 طيمح ـ يدرمـان  اثـر  يبررس ـ با همکاران و ژو

 در يچرب يميمزانش �اديبن �هاسلول از حاصل کشت

 اني ـب باعث تايکريس از استفاده که افتنديدر زخم اميالت

mRNA کنتـرل  گروه از شتريب برابر ۶/۲ تا ۳نوع کلاژن 
                                                             

1- Transforming growth factor beta(TGF-β) 
2-Hepatocyte growth factor(HGF) 
3-Keratinocyte growth factor(KGF) 
4-Basic fibroblast growth factor(bFGF) 
1-Vascular endothelial growth factor(VEGF) 
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 زخـم  تـر  عيسـر  بهبود باعث خود امر نيا که گردديم

 و) ۲۹(گـردد يم کنترل گروه به نسبت درمان گروه در

 �هـا سـلول  کشـت  طيمح ـ از اسـتفاده  گـر يد مورد در

 از پـس  يقلب ـ �هـا عارضه درمان دريميمزانش �اديبن

  ).۳۴(است شده واقع ديمف سکته

 کشت طيمح اثر يبررس با همکاران و فوکوآکا

کـول يفول �رو بـر  يچرب ـ �اديبن �هاسلول از حاصل

 نـد يفرا بهبـود  باعـث  کـار  ني ـا که دادند نشان مو �ها

 داده نشـان  �متعـدد  �هـا قي ـتحق). ۳۵(شوديم ميترم

 �ادي ـبن �هـا سـلول  از حاصـل  کشـت  طيمح ـ که است

 �هــانيتوکيســ نيچنــهــم و رشــد �فاکتورهــا �حـاو 

 باشـد  ثرؤم ـ توانديم ميترم نديآفر در که است يمختلف

 �هـا سلول از حاصل کشت طيمح از استفاده. )۳۶ـ۴۰(

ــبن ــه �ادي ــدل ب ــهولت لي ــدار در س ــذخ ،�نگه                  و رهي

 نيچن ـهـم  و �ادي ـبن �هـا سـلول  به نسبت ييجا هب جا

 نـه يگز توانـد يم ـ يمن ـيا �هاواکنش جاديا کمتر احتمال

 بـه  باشـد،  يبـافت  �هـا ميترم در استفاده �برا يمناسب

 از حاصـل  کشـت  طيمح از استفاده امروزه ليدل نيهم

 مـورد  مختلـف  عـوارض  ميتـرم  در �ادي ـبن �هاسلول

  ).۴۱( است گرفته قرار اريبس توجه

 تـوان يم ـ پـژوهش  نيا �ها تيمحدود جمله از

 �پارامترها يبررس عدم و درمان دوره بودن کوتاه هب

همطالع ـ در گـردد يم ـ شنهاديپ لذا ،نمود اشارهيماسپر

 درمـان   دوره بهتـر  جينتـا  حصـول  جهـت  �بعـد  �ها

 اسـپرم  مختلـف  �پارامترهـا  و شود انتخاب تريطولان

  .رديگ قرار يابيارز مورد

  

  �ريگ جهينت

 کــه داد نشــان پــژوهش نيــا از حاصــل جينتــا

 �اديــبن �هــاســلول از حاصــل کشــت طيمحــ قيــزرت

موجـب   توانـد يم ـ) تايکريس ـ( استخوان مغز يميمزانش

 �هــانــد اســپرماتوژنز در مــوشيآم فريبهبــود و تــرم

. له بوسـولفان گـردد  يک القاء شـده بـه وس ـ  يآزواسپرم

شـتر در  يب �هـا هنده با انجام مطالع ـيد است که در آيام

مـاران  يت درمان بن روش در جهينه، بتوان از اين زميا

  .استفاده کرديمآزواسپر

  

  تشکر و ريتقد

 دانشـگاه  �ادکتر رساله از حاصل پژوهش نيا

 ني ـا يمـال  تيحما با که است رازيش واحد يماسلا آزاد

  .است شده انجام دانشگاه
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  نابارور� درمان در بنياد� ها�سلول از حاصل کشت محيط اثر

۳۰۷ )۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶ـ مرداد و شهريور۳شماره ـ۲۲مجله ارمغان دانش ـ دوره 

REFERENCE 
1.Gudeloglu A, Parekattil SJ. Update in the evaluation of the azoospermic male. Clinics Sao Paulo 
2013; 68(1): 27-34. 
2.Zhang D, Liu X, Peng J, He D, Lin T, Zhu J, et al. Potential spermatogenesis recovery with bone 
marrow mesenchymal stem cells in an azoospermic rat model. Int J Mol Sci 2014; 15(8): 13151-65. 
3.Vassilakopoulou M, Boostandoost E, Papaxoinis G, de La Motte Rouge T, Khayat D, Psyrri A. 
Anticancer treatment and fertility: Effect of therapeutic modalities on reproductive system and 
functions. Crit Rev OncolHematol 2016; 97(1): 328-34. 
4.Iwamoto T, Hiraku Y, Oikawa S, Mizutani H, Kojima M, Kawanishi S. DNA intrastrand cross-link 
at the 5′-GA-3 sequence formed by busulfan and its role in the cytotoxic effect. Cancer Sci 2004; 
95(5): 454–58. 
5.Suttorp M, Millot F. Treatment of pediatric chronic myeloid leukemia in the year 2010: use of 
tyrosine kinase inhibitors and stem-cell transplantation. ASH Education Program Book 2010:                
368–76. 
6.Krivoy N, Hoffer E, Lurie Y, Bentur Y, Rowe JM. Busulfan use in hematopoietic stem cell 
transplantation: pharmacology, dose adjustment, safety and efficacy in adults and children. Curr 
Drug Saf 2008; 3(1): 60–6. 
7.Le Bourgeois A, Lestang E, Guillaume T, Delaunay J, Ayari S, Blin N, et al. Prognostic impact of 
immune status and hematopoietic recovery before and after fludarabine, IV busulfan, and 
antithymocyte globulins (FB2 regimen) reduced-intensity conditioning regimen (RIC) allogeneic 
stem cell transplantation (allo-SCT). Eur J Haematol 2013; 90(3): 177–86. 
8.Nieto Y, Thall P, Valdez B, Andersson B, Popat U, AnderliniP,et al. High-dose infusional 
gemcitabine combined with busulfan and melphalan with autologous stem-cell transplantation in 
patients with refractory lymphoid malignancies. Biol Blood Marrow Transplant 2012; 18(11): 1677–
86. 
9.Choi YJ, Ok DW, Kwon DN, Chung JI, Kim HC, Yeo SM, et al. Murine male germ cell apoptosis 
induced by busulfan treatment correlates with loss of c-kit-expression in a Fas/FasL-and p53-
independent manner. FEBS Lett 2004; 575(1-3): 41–51. 
10.Jansz GF, Pomerantz DK. The effect of prenatal treatment with busulfan on in vitro androgen 
production by testes from rats of various ages. Can J Physiol Pharmacol 1985; 63(9): 1155-8. 
11.Grigg A.P, McLachlan R, Zaja J, Szer J. Reproductive status in long-term bone marrow 
transplant survivors receiving busulfan-cyclophosphamide (120mg/kg), Bone Marrow Transplant  
2000; 26(10): 1089-95. 
12.O'Brien KLF, Varghese AC, Agarwal A. The genetic causes of male factor infertility: a review. 
Fertil Steril 2010;  93(1): 1-12. 
13.Leatherman J. Stem cells supporting other stem cells. Front Genet 2013; 4(12): 257-62. 
14.Asadi-Yousefabad SL, Khodakaram-Tafti A, Dianatpour M, Mehrabani D, Zare S, Tamadon A, 
et al. Genetic evaluation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells by a modified 
karyotyping method. Comp Clin Pathol 2015; 24(11): 1361-6. 
15.Shaterzadeh-Yazdi H, Mehrabani D, Khodakaram-Tafti A, Dianatpour M, Zare SH, Tamadon A, 
et al. Osteogenic potential of subcutaneous adipose-derived stem cells in a rabbit model. Online J 
Vet Res 2015; 19(6): 436-45. 
16.Lin F. Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells: a fat chance of curing kidney disease?. 
Kidney Int 2012; 82(7): 731-3. 
17.Mehrabani D, BahramiNazarabadi R, Dianatpour M, Vahdati A, Tamadon A, Kasraeian M, et al. 
Growth kinetics, characterization and plasticity of human menstrual blood stem cells. Iran J Med 
Sci 2016; 41(2): 132-9. 
18.Mahdiyar P, Zare S, Robati R, Dianatpour M, Torabi K, Tamadon A, et al. Isolation, culture, and 
characterization of human dental pulp mesenchymal stem cells. Int J Pediatr 2014; 2: 44. 
19.Ehninger A, Trumpp A. The bone marrow stem cell niche grows up: mesenchymal stem cells 
and macrophages move in. J Exp Med 2011; 208(3): 421-8. 
20.Kuo TK, Hung SP, Chuang CH, Chen CT, Shih YR, Fang SC, et al. Stem cell therapy for liver 
disease: parameters governing the success of using bone marrow mesenchymal stem cells. 
Gastroenterology 2008; 134(7): 2111-21. 
21.Amado LC, Saliaris AP, Schuleri KH, St John M, Xie JS, Cattaneo S, et al. Cardiac  repair  with  
intramyocardial  injection  of allogeneic  mesenchymal  stem cells after myocardial 
infarction.ProcNatl AcadSci USA 2005; 102(32): 11474-9. 



 و همکاران مظفر احمد

)۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶ـ مرداد و شهريور۳شماره ـ۲۲مجله ارمغان دانش ـ دوره   308

22.Sadraie MR, Mehrabani D, Vahdari A. Comparison of therapeutic effects of bone marrow 
mesenchymal stem cells and liquid culture environment (secreta) in the treatment of induced knee 
abrasion created in Guinea Pigs.YUMSJ 2016; 20(8): 651-65. 
23.Li LF, Liu YY, Yang CT, Chien Y, Twu NF, Wang ML, et al. Improvement of ventilator-induced 
lung injury by IPS cell-derived  conditioned medium via inhibition of PI3K/Aktpathway and IP-10-
dependent paracrine regulation. Biomaterials 2013; 34(1): 78-91. 
24.Parekkadan B, van Poll D, Suganuma K, Carter EA, Berthiaume F, Tilles AW, et al. 
Mesenchymal stem cell-derived molecules reverse fulminant hepatic failure. PLoS One 2007; 26; 
2(9): e941. 
25.Hynes B, Kumar AH, O'Sullivan J, Klein Buneker C, Leblond AL, Weiss S, et al. Potent 
endothelial progenitor cell-conditioned  media-related anti-apoptotic, cardiotrophic, and pro-
angiogeniceffects post-myocardial infarction are mediated by insulin-like growth factor-1. Eur Heart 
J 2013; 34(10): 782-9. 
26.Abedi A, Azarnia M, Jamali Zahvarehy M, Foroutan T, Golestani S. Effect of different times of 
intraperitoneal injections of human bone marrow mesenchymal stem cell conditioned medium on 
gentamicin-induced acute kidney injury. Urol J 2016; 13(3): 2707-16. 
27.Panahi M, Keshavarz S, Rahmanifar F, Tamadon A, Mehrabani D, Karimaghai N, et al. 
Busulfan induced azoospermia: Stereological evaluation of testes in rat. Vet Res Forum 2015; 6(4): 
273-8. 
28.Rahmanifar F, Tamadon A, Mehrabani D, ZareSh, Abasi S, Keshavarz S, et al. 
Histomorphometric evaluation of treatment of rat azoosper-mic seminiferous tubules by 
allotransplantation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells. Iran J Basic Med Sci 2016; 
19(5): 653-61. 
29.Tamadon A, Mehrabani D, Rahmanifar F, RaayatJahromi A, Panahi M, Zare S, et al. Induction 
of Spermatogenesis by Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells in Busulfan-induced 
Azoospermia in Hamster. Int J Stem Cells 2015; 8(2): 134-45. 
30.Cakici C, Buyrukcu B, Duruksu G, Haliloglu AH, Aksoy A, Isık A, et al. Recovery of fertility in 
azoospermia rats after injection of adipose-tissue-derived mesenchymal stem cells: the sperm 
generation. Bio Med Res Int 2013; 2013: 529589. 
31.Kamardi MT, Pourgholaminejad A, Eslaminejad MB, Sotoodehnejadnematalahi F. 
Mesenchymal stem cells and their application in autoimmune disease treatment: review article. T U 
M J 2014; 72(6): 341-51. 
32.Zhou BR, Xu Y, Guo SL, Xu Y, Wang Y, Zhu F, et al. The effect of conditioned media of 
adipose-derived stem cells on wound healing after ablative fractional carbondioxide laser 
resurfacing. Biomed Res Int 2013; 2013: 519126.  
33.Abedi A, Azarnia M, Jamali M, Moayer F. Effect of conditioned media from human 
mesenchymal stem cells on acute kidney injury induced by gentamicin in rat. Journal of Cell & 
Tissue (JCT) 2014; 5(1): 39-52. 
34.Timmers L, Lim SK, Hoefer IE, Arslan F, Lai RC, van Oorschot AA, et al. human mesenchymal 
stem cell-conditioned  medium  improves cardiac function following myocardial infarction. Stem Cell 
Res 2011; 6(3): 206-14. 
35.Fukuoka H, Suga H, Narita K, Watanabe R, Shintani S. The latest advance in hair regeneration 
therapy using proteins secreted by adipose-derived stem cells. American Journal of Cosmetic 
Surgery 2012;  29(4):  273-82. 
36.Park BS, Kim WS, Choi JS, Kim HK, Won JH, Ohkubo F, Fukuoka H. Hair growth stimulated by 
conditioned medium of adipose-derived stem cells is enhanced by hypoxia: evidence of increased 
growth factor secretion. Biomed Res 2010; 31(1): 27-34. 
37.Ho JC, Lai WH, Li MF, Au KW, Yip MC, Wong NL, et al. Reversal of endothelial progenitor cell 
dysfunction in patients with type 2 diabetes using a conditioned mediumof human embryonic stem 
cell-derived endothelial cells. Diabetes Metab Res Rev 2012; 28(5): 462-73. 
38.Mirabella T, Cilli M, Carlone S, Cancedda R, Gentili C. Amniotic liquid derived stem cells as 
reservoir of secreted angiogenic factors capable of stimulating neo-arteriogenesis in an ischemic 
model. Biomaterials 2011; 32(15): 3689-99. 
39.Di Santo S, Yang Z, Wyler von Ballmoos M, Voelzmann J, Diehm N, Baumgartner I, Kalka C. 
Novel cell-free strategy for therapeutic angiogenesis: in vitro generated conditioned medium can 
replace progenitor cell transplantation. PLoS One 2009 21; 4(5): e5643. 



  نابارور� درمان در بنياد� ها�سلول از حاصل کشت محيط اثر

۳۰۹ )۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶ـ مرداد و شهريور۳شماره ـ۲۲مجله ارمغان دانش ـ دوره 

40.See F, Seki T, Psaltis PJ, Sondermeijer HP, Gronthos S, Zannettino AC, et al. Therapeutic 
effects of human STRO-3-selected mesenchymal precursor cells and their soluble factors in 
experimental myocardial ischemia. J Cell Mol Med 2011; 15(10): 2117-29.  
41.Pawitan JA. Prospect of stem cell conditioned medium in regenerative medicine. Biomed Res 
Int 2014; 2014: 965849. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 و همکاران مظفر احمد

)۱۲۲شماره پي در پي(۱۳۹۶ـ مرداد و شهريور۳شماره ـ۲۲مجله ارمغان دانش ـ دوره   310

 
Armaghane-danesh, Yasuj University of                                                                                   Original Article   
Medical Sciences Journal (YUMSJ) 
 

The Effect of Bone Marrow Mesenchymal 
Stem Cell Culture in the Treatment of 

Azoospermic Infertility induced by Busulfan 
Balb / C mice 

 
Mozafar A 1, 2, Mehranani D3*, Vahdati A1, 2, Hosseini SE1, 2, Forouzanfar M4 

 
1 Department of Biology, Islamic Azad University, Fars, Iran, 2Department of Biology, Islamic Azad University, 
Shiraz, Iran, 3 Stem Cell Technology Research Center, Shiraz University of Medical Sciences, Shiraz, Iran, 4 
Department of Biology, Marvdasht Branch, Islamic Azad University, Marvdasht, Iran 

 
Received: 26 Dec 2016         Accepted: 30 Jun 2017 

 
Abstract 

 
Background & aim: Prescribing chemotherapy drugs in patients with cancer can be the mainstay of infertility. 
Therefore, the aim of this study was to investigate The Effect of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Culture 
in the Treatment of Azoospermic Infertility induced by Busulfan Balb / C mice 
 
Methods: In this experimental study, 18 mice of Balb-C race were randomly divided into control, azoospermic 
and secreta groups. The animals in the control group did not receive any drug treatment. To stop 
spermatogenesis and induction of azospermide, a dose of busulfan (10 mg / kg body weight) was injected to 
azoospermic and cyclic rats at intervals of 21 days. 35 days after the last injection of busulfan, the medium 
used for the culture of mesenchymal stem cells of the bone marrow was injected into the testis of the rat 
secreta group. Eight weeks after inoculation, the testicles of all animals were separated and histologically and 
histomorphologically examined. Data were analyzed by one-way ANOVA. 
 
Results: Histologic findings showed that in the azoospermic group, the spermatogenic cells were significantly 
reduced, and the vacuoles were observed in the germinal epithelium. After treatment with secreta, the 
epithelium and spermatogenesis were observed. Also, histomorphometric findings showed that cell thickness 
and area, total diameter, cross-sectional area and spermatogenesis index of seminal tubes were increased in 
the secreta group compared to the azoospermic group (p <0.001), but decreased compared to the control 
group (P <0.05). Also, the number and density of seminal tube in control group and secreta decreased 
compared to Azospermic group (p <0.001). There was no significant difference between lumen diameter and 
area of menises in all three groups (p>0.05). 
 
Conclusion: The media used in the cultivation of bone marrow mesenchymal stem cells (Secreta) can cause 
spermatogenesis back in busulfan-induced azoospermic mice. These findings can be attributed to previous 
findings in male infertility treatment. 
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