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های فیبروبلاست و ماکروفاژ بر روی اثرات مایع رویی حاصل از کشت جداگانه و هم زمان سلول
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 20/03/1398 :تاریخ پذیرش مقاله                                   23/11/1397 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک
در مطالعه حاضر آثار محافظتی مایع رویی  شود.( میROSهای اکسیژن فعال )به تولید بیش از اندازه گونه منجر خونرسانی مجدد و ایسکمی هدف: و زمینه

 های بالغ مورد ارزیابی قرار گرفت. بیضه رت Torsion-Detorsion ( T-Dواپیچش ) –حاصل از کشت سلول در اختلال کیفیت اسپرم القاء شده توسط پیچش

 گروه لاپاراتومی: تحت-2گروه کنترل سالم: تحت عمل جراحی قرار نگرفت. -1گروه تقسیم شدند.  7سر رت بالغ در  42در این مطالعه تعداد  ها:مواد و روش

 T-D: پس از T-D+DMEMگروه -4 .قرار گرفتند T-Dو  جراحی عمل : تحت T-Dگروه-3واپیچش قرار گرفتند.  –پیچش T-Dی بدون لاپاراتومجراحی  عمل

به  T-Dمتعاقب  T-D+F ، T-D+M ،T-D+FMبه ترتیب شامل 7الی  5های گروه .تزریق شد Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)ط کشت محی

میکرولیتر یک بار پس  10ها به میزان تمام تزریق .شد فیبروبلاست تزریق -ماکروفاژ ترتیب مایع رویی حاصل از کشت فیبروبلاست، ماکروفاژ و کشت هم زمان

های حاصله با روش آماری آنووا یک روز بعد از عمل جراحی پارامترهای کیفیت اسپرم مورد ارزیابی قرار گرفتند. داده 35 .انجام شد ایبیضه در شبکه T-Dاز 

 ر گرفتند. مورد مقایسه قرا (>05/0P)ها در سطح طرفه و تست تعقیبی توکی بین گروه

را نشان دادند.  T-D+DMEMو  T-Dهای تجربی دریافت کننده مایع رویی کشت فیبروبلاست و ماکروفاژ بهبود پارامترهای اسپرم  نسبت به گروه گروه نتایج:

 آثار بهبودی توسط مایع رویی مشاهده نگردید. T-D+FMدر گروه 

 -ی فیبروبلاست و ماکروفاژ در بهبود پارامترهای اسپرم بعد از عمل پیچشنتایج این مطالعه توانایی بالای مایع رویی حاصل از کشت جداگانه نتیجه گیری:

 .واپیچش بیضه را نشان داد

 

 رت اسپرم، فیبروبلاست، ماکروفاژ، کیفیت ضه،یبواپیچش  -چشیپ کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 مقدمه
ناباروری یک مسئله ی بهداشتی است که شیوع آن رو به 

زوج ها را در دنیا تحت تاثیر قرار از  10-15افزایش می باشد که 

می دهد .سازمان بهداشت جهانی گزارش کرده است که بیش از 

از زوجین در کشورهای در حال توسعه تجربه ناباروری  25%

%  3-7شیوع ناباروری در سراسر جهان بین میزان  . (1) دارند

. اگرچه علل زیادی برای آزواسپرمی وجود (2)باشد متفاوت می

ین اختلال به  سه دسته کلی دارد، ولی در مجموع اتیولوژی ا

 علل پیش بیضه ای، بیضه ای، پس بیضه ای تقسیم می شود.  

هستند  ینیشامل اختلالات آندوکر یآزواسپرم ضهیب شیعلل پ

 یینارسا ایضهیب شیاسپرماتوژنز دارد. علل پ یبر رو یکه اثر منف

 طیشرا ایها  یماریب لیمعمولاً به دل شده، و نامیده هیثانو

به طور  یا ضهیعلل ب. شودحاصل می زیغدد درون ر یکیپاتولوژ

که از  شده شناخته هیاول یاضهیب ییگسترده به عنوان نارسا

پژوهشیمقاله   

 

 ارومیه، دانشگاه دامپزشکی، دانشکده پایه، علوم گروه شهروز، سولر :مسئول نویسنده*

 Email: r.shahrooze@urmia.ac.ir                                                                      .ایران
https://orcid.org/0000-0002-1470-010X 
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 میمستق بیآسکه به دنبال  باشداسپرماتوژنز می یاختلالات درون

 ضه،یب چشیپ ضه،یعدم نزول ب کوسل،یوار متعاقب ضهیبه ب

داروها، اختلالات  کیاثر گنادوتوکس ون،یاز اور یناش تیارک

شامل انسداد  ضهیعلل پس ب باشد.می کیوپاتیدیو علل ا یکیژنت

 جنس نرمثل  دیاز دستگاه تول یا هیدر هر ناح ییمجرا ستمیس

اختلال  ایانتقال اسپرم  ریارتباط با انسداد در مس درو  باشدمی

 .(3) در انزال است

باشد، ( یک وضعیت اورژانسی اورولوژی میTorsionتورشن )

دهد. که اغلب نوزادان، کودکان و نوجوانان را تحت تاثیر قرار می

این وضعیت همچنین نیازمند جراحی فوری برای جلوگیری از 

منجر به  ضهیب  چشیواپ -چشیپباشد. آسیب به بیضه می

شود. ایسکمی و تغییرات سطح تولید هورمون و ناباروری می

های رسانی مجدد بیضه منجر به تولید بیش از اندازه گونهخون

و شکست  Reactive Oxygen Species( ROS)فعال اکسیژن 

 .(4)گردد اسپرم میدر  DNAزنجیره ی 

به هنگام های فعال اکسیژن یا رادیکال های آزاد گونه

هیپوکسی تولید می شوند و ممکن است موجب آسیب بافت ها 

تحت شرایط طبیعی بدن  گردد. ویداتیاسترس اکساز طریق 

انسان می تواند رادیکال های آزاد را به واسطه مکانیسم های 

 -چشیپدفاعی آنتی اکسیدانتی آنزیمی حذف نماید. در حین 

و مکانیسم های دفاعی آنتی  ROSتعادل بین  ضهیب چشیواپ

 تیفعالشود که ممکن است بر روی اکسیدانتی سلولی مختل می

تولید هورمون و اسپرماتوژنز اثر بگذارد. ها، ی سلولکیولوژیب یها

علاوه بر این، اثر زیان آور مهم خون رسانی مجدد، تشدید استرس 

 .(5)باشد اکسیداتیو و تسریع آپوپتوز می

ها در شرایط پروتئین هایی که توسط نوع خاصی از سلول

شود، که نامیده می Secretomسکرتوم کشت ترشح می شوند 

نقش مهمی در تنظیم بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژیکی از 

طریق مکانیسم های پاراکرین/اتوکرین ایفا می کنند. آن ها جهت 

کمک به شناخت بیماری های نادر، تمایز، پروتئولیز، آپوپتوز، 

وجه شناسایی بیومارکرهای بالقوه و اهداف درمانی بسیار مورد ت

از ژنوم انسانی  %10توسط  آن ها به نظر می رسد که می باشند.

پروتئین های ترشحی در ارتباط با طیف  .(6) رمزگذاری می شوند

، اندشناخته شده یبه خوبگسترده ای از فرآیندهای فیزیولوژیکی 

دی در هوموستاز، رشد، تمایز، پروتئولیز، آن ها دارای نقش کلی

باشند آپوپتوز، علامت دهی و تکامل ماتریکس خارج سلولی می 

(7 ,8). 

 Conditioned استفاده از مایع رویی محیط کشت سلول 

medium (CM) حاوی سکرتوم دارای مزایای زیادی نسبت به

می تواند به  CMباشد. زیرا های بنیادی میاستفاده از سلول

(، Freeze– driedراحتی تولید شده و پس از خشک و فریز شدن )

بوده و نیاز بسته بندی و حمل شود. علاوه براین عاری از سلول 

به تطابق داشتن فرد دهنده و گیرنده جهت اجتناب از مشکلات 

برای درمان بیماری CM امروزه استفاده از . (9)باشدرد پیوند نمی

باشد و ممکن است در آینده نزدیک به ها بسیار مورد توجه می

 .(10)سرعت توسعه یابد 

 یل از کشت سلول هاحاص ییرو یعما سیستمیک انفوزیون

مرحله  درسطح گلوکز خون را  یابتید یموش ها در یمیمزانش

سرم  ینآورد و سطح مقدار انسول یم یینپا یوناز انفوز بعد یهاول

حاصل از  ییرو یعدهد. درمان با ما یم یشرا افزا C -یدو پپت

 در B یسلول ها یفراسیونپرول مزانشیمی، هایکشت سلول 

 رژنراسیون دنبال بهکند  یم تحریکشده را  یبتخر یرجزا

 موثر طور به و یابد می بهبود آنشده، عملکرد  یرتخریبجزا

  .(11)کند  می کنترل را دیابت پیشرفت

 Fibroblast growth (FGFs)ای رشد فیبروبلاستی فاکتوره

factor  به عنوان فاکتورهای هورمونی شناخته شده که نقش

کلیدی در تنظیم رشد و تکامل اعضای تولید مثلی از جمله بیضه 

-FGF-21 , FGFعضو این خانواده فاکتورهای 23دارد و در میان 

9 , FGF-8, FGF-4, FGF-2, FGF-1 شند بیشتر دخیل می با

نقش واضح  (FGFr2) 2. گیرنده فاکتور رشد فیبروبلاستی(12)

 .(13)های سرتولی بازی می کند و روشنی در تکثیر و تمایز سلول

 یضه( در ارگانوژنز و بلوغ بFGF-9) 9 یبروبلاستیرشد ف فاکتور

فاکتور سبب معکوس شدن  یندارد فقدان ا ینقش ضرور

 یضهب ینابینیب یدر فضا FGF-9شود.  یمرد به زن م یتجنس

 یداسپرمات یت،اسپرماتوس یو در سلول ها یباردار 17-18در روز 

 را بیان بالاترینپس از تولد  یدر روزها یدیگلا یو سلول ها

 (FGFr1,4) 4و 1 یبروبلاستیفاکتور رشد ف یها گیرنده دارند.

Fibroblast Growth Factor receptor 1,4 مراحل  ینح در

 یها گیرندهشوند. اما  یم یانب یضهو پس از تولد در ب ینیجن

 Fibroblast (FGFr2,3) 3و  2 یبروبلاستیفاکتور رشد ف

Growth Factor receptor 2,3 تکامل زمان در گسترده طور به 

رشد  فاکتور گیرندهکه  یطور به یابند می تظاهر جنینی مراحل

-18 روزهای طیدر  ینیفروسسم یدر لوله ها 2 یبروبلاستیف

 یدر فضا 3 یبروبلاستیرشد ف فاکتور گیرندهو  یباردار 16
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 یم یانب یشترب یباردار 17-18 یروزها یدر ط یضهب بینابینی

 35-65 یمراحل بعد از تولد به طور گسترده در روزها درشوند. 

فاکتور رشد  گیرنده یدیگو لا یداسپرمات یدر سلول ها

فاکتور رشد  یرندهگ یضهبافت ب یو در تمام 2 یبروبلاستیف

از آن است که  یحاک مطالعات. یابند یتظاهر م 3 یبروبلاستیف

FGF-9 و احتمالاً  3و2 یبروبلاستیفاکتور رشد ف یرندهگ یانبا ب

 .(14)است در ارتباط  یضهتکامل ب

 اعضای همه در که هستند ذاتی ایمنی های سلول ماکروفاژها

 نقش کنار بطور برجسته دردارند.  وجود ضروری طور به بدن

 یاعمالذاتی، آن ها  ایمنی پاسخ ماکروفاژها درگوناگون  های

از  یلیو در خ دارند یبافت یونهومئوستاز و رژنراس در یکتروف

بدن از جمله گنادها مشارکت دارند.  یاختصاص یاعمال اعضا

در ارتباط  کاملاً یدیگلا یسلول ها با یا بیضه یماکروفاژها

و  ول هااین سل رژنراسیوننقش مهم در تکامل و  یکهستند و 

 های سلول از یتیکنند. جمع یم یتستوسترون باز یدتول

 ساکن سمینیفروس های لوله بین بینابینی فضای در ماکروفاژی

 یبا لوله ها یمدر ارتباط مستق که است شده مشخص و هستند

 یااسپرماتوگون یادیبن هایو در مجاورت سلول  یااسپرماتوگون

 روی بر ماکروفاژی های سلول این که است شده بررسی وهستند 

 ها آن عملکردی نقش و اسپرماتوگونیا بنیادی های سلول محیط

   .(15) دارند اثر

 کمی مقدار موضعی طور به ای بیضه ماکروفاژهای

 لایه التهابی های ژن بیان که کنند می تولید کورتیکوسترون

 یضهب یطدر مح موجود کورتیکوسترون. کند می ساپرس را بازال

 این و بخشد می بهبود را بیضه بافت در ایمونوساپرسیو عملکرد

 بافت در ایمنی های ویژگی حفظ و ایجاد در مهم نقش استروئید

 .(16) کند می بازی بیضه

ترشحی  رشد فاکتورهای با توجه به خصوصیات و اثرات

مایع رویی حاصل از  ها، این مطالعه با هدف ارزیابی اثرسلول

های فیبروبلاست و ماکروفاژ ر کشت جداگانه و هم زمان سلول

 واپیچش -پیچش از روی بهبود اختلال پارامترهای اسپرم حاصل

 .گرفت انجام بیضه

 

  هامواد و روش
-220سر موش صحرایی نر بالغ با وزن  42در این تحقیق از 

 22 ± 2گرم استفاده شد، درجه حرارت حیوان خانه حدود  180

ساعت روشنایی و  12درجه سانتی گراد، رطوبت و سیکل نوری 

ساعت تاریکی در آن رعایت شد. رت ها درون قفس تمیز  12

 نگهداری شدند و دسترسی آزاد به آب وغذا داشتند. 

 گروه شش تایی قرارگرفتند: 7رت ها به طور تصادفی در 

 گروه کنترل سالم: تحت عمل جراحی قرار نگرفتند.-1

 ی بدونلاپاراتومجراحی  عمل پاراتومی: تحتگروه لا-2

 واپیچش قرار گرفتند. –پیچش

قرار  واپیچش –پیچش جراحی عمل : تحت T-Dگروه-3

 .گرفتند

 واپیچش –پیچش جراحی عمل : تحتT-D+DMEMگروه -4

در شبکه   DMEMمیکرولیتر محیط کشت 10قرار گرفتند و 

 .بیضه ای تزریق شد

قرار  واپیچش –پیچش جراحی عمل تحت:   T-D+Fگروه -5

میکرولیتر مایع رویی حاصل از کشت فیبروبلاست  10گرفتند و 

 .شد تزریق ای بیضه در شبکه

قرار  واپیچش –پیچش جراحی عمل تحت:   T-D+Mگروه -6

ماکروفاژ در  از کشت حاصل رویی میکرولیتر مایع 10و  گرفتند

 .شد تزریق ای بیضه شبکه

قرار  واپیچش –پیچش جراحی عمل تحت :T-D+FMگروه -7

 از کشت هم زمان حاصل رویی میکرولیتر مایع 10و  گرفتند

 .شد تزریق ای بیضه فیبروبلاست در شبکه -ماکروفاژ

 بیضه واپیچش بند –روش ایجاد پیچش

 ترکیب جهت انجام جراحی، موش ها با تزریق داخل صفاقی

 زایلازین( و Trittau Germany-50461( )mg/kg40) کتامین

(Alfasan-Holland- 1608238-01( )mg/kg5 بیهوش )و  شدند

از طریق  بیضه آماده سازی، برای ایجاد ایسکمی و تورشن زپس ا

خط میانی شکم باز گردیده و طناب اسپرماتیک و بیضه  برش 

درجه در  720چپ از محل خود خارج شده و طناب اسپرماتیک 

ساعت تحت پیچش  1جهت عقربه های ساعت به مدت خلاف 

ماندن پیچش بیضه از نخ بخیه کاتگوت  . جهت برقرارگرفت قرار

استفاده شد. بدین ترتیب با قطع جریان خون، ایسکمی  3/0

ساعت با باز کردن آن در خلاف جهت  1 . پس ازآمدوجود ب

. بعد شد جریان خون، رپرفیوژن برقرار مجدد پیچش و برقراری

ها، های دریافت کننده محیط رویی سلول از جراحی، در گروه

 سپس گردید تزریق انجام (،چشی)واپ پس از القای رپرفیوژن

 دانده شد و ه اسکروتوم برگرـبیضه به داخل فضای شکمی و کیس
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بخیه  3/0 یلوننا یهنخ بخ ی یلهبه وس یبرش جراح یانیم خط

 نگهداری روز 35 مدت برای های جداگانهدر قفس  شد و رت ها

 .(17)شدند 

 کشت فیبروبلاست  

با تزریق حیوان پس از بیهوشی  ابتدا پوست ناحیه کشاله ران

( mg/kg5) ( و زایلازینmg/kg40) داخل صفاقی کتامین

. شد و سپس با دوز بالای ماده بیهوشی آسان کشی شدند هبرداشت

حاوی   DMEMقطعات خرد شده پوست در محیط کشت

از پوست اپیدرم  شد ودقیقه انکوبه  3-4برای  %25/0تریپسین 

و قطعات کوچک درم در  شدهتحت شرایط استریل جدا درم 

بر روی هر کدام از سپس  شدند.خانه ای قرار داده  6پلیت های 

 FBS (Fetal Bovineگاوی ) فتوساین قطعات یک قطره سرم 

Serum و در دمای چکانده شد°C 37 2 رطوبت اتمسفر وCO %5 

تا قطعات به کف چاهک های پلیت  شدساعت انکوبه  1 - 2رای ب

 %12روز با محیط کشت  4– 5نمونه های بافتی برای  .دنبچسب

DMEM ها با یک مورفولوژی . در نهایت سلولگردیدند انکوبه

نموده از حاشیه نمونه ها شروع به مهاجرت  هافیبروبلاست شبیه

آماده  ( کاشتن در کف پلیت از پس 4-5) زمانی که کولونی ها و

 شده تریپسین کنده استفاده ازها از کف چاهک ها با سلول شدند

 .(18)یا پاساژ گردیدند ( Subcultureو ساب کالچر )

 تهیه مایع رویی سلول فیبروبلاست   

کف  %80میزان و زمانی که به  یافتند پاساژ مرتبه 3 هاسلول

و پلیت  شد آوری و دور ریخته جمع رویی پلیت را پر نمودند مایع

 Phosphate- buffered solutionها دو مرتبه با حاوی سلول

(PBS)  ساعت در محیط کشت  24شستشو و برایDMEM 

انکوبه شدند. بعد از این زمان  (FBS) بدون سرم فتوس گاوی

 g3000و  g 500دور با مرحله دو محیط رویی جمع آوری و در

محیط به دست آمده  گردید. سپس دقیقه سانتریفوژ 10به مدت 

و فیلتر  تغلیظ freez drier خشک کن انجمادی دستگاه توسط

   .(19) گردید نگهداری -C 20°دمای در استفاده زمان و تا شد
 کشت ماکروفاژ 

محلول  mL3به وسیله لاواژ با  حفره صفاق ماکروفاژهای

سپس  آمد.به دست  مرحله 3در  سرد (PBS)فسفات بافری 

دقیقه گردید پلت  10سانتریفیوژ به مدت  g400ها با دور سلول

با محیط کشت  C 37°دمایهای سلولی پس از انکوبه شدن در 

DMEM 10%  ساعت انکوباسیون محیط  2کشت یافتند، بعد از

هایی که به کف کشت برداشته شد و دور ریخته شد تا سلول

روز بعد از کشت مایع رویی جمع  4 نچسبیدند خارج شوند،پلیت 

 .(20)آوری گردید 

 ماکروفاژ سلول رویی مایع تهیه  

ها برداشته روز از کشت، مایع محیط کشت روی سلول 4بعد از 

 Fetalها با محیط کشت بدون سرم فتوس گاوی شد، سلول

Bovine Serum (FBS)  ساعت کشت یافتند. بعد از این  24برای

 g400مدت مایع رویی محیط کشت برداشته شد و با دور 

 سانتریفیوژ شده و مایع رویی سپس توسط دستگاه خشک کن

 -C 20°دمای در استفاده، زمان و تا شد و فیلتر انجمادی تغلیظ

 .(21)گردید  نگهداری

 فیبروبلاست  –ماکروفاژ زمان هم کشت  

 خانه 6 های پلیت در فیبروبلاست –ماکروفاژ زمان هم کشت

 و ماکروفاژ هایسلول از کدام هر 5/2×  410 دانسیته با ای

آوری  روزجمع سه بعد از رویی مایع یافتند. کشت فیبروبلاست

رویی مشابه با روش تهیه مایع رویی حاصل از )روش تهیه مایع 

و با  کشت جداگانه سلول های فیبروبلاست و ماکروفاژ می باشد(

 میکروتیوب در رویی مایع سپس سانتریفیوژ شد و g400دور 

mL 1دمای در استفاده، زمان شد و تا ریخته°C 20- نگهداری 

 .(22)شد 

 تهیه ی اسپرم از اپی دیدیم   

 تزریق با ها رت یش،و شروع آزما جراحی عملاز  پسروز  35

، دم شدند یآسان کش زایلازین و کتامین بالای دز صفاقی داخل

گردید. سپس در قسمت دم اپی دیدیم از بافت بیضه جدا 

دیدیم چند برش ایجاد و داخل یک میلی لیتر محیط کشت اپی

(HTF )Human Tubular Fluid  قرار داده شد. این محیط کشت

به مدت  2CO %5و با  C 37°حاوی دم اپی دیدیم داخل انکوباتور

 5/0ساعت  خروج اسپرم از دم اپیدیدیم برخلاف موش سوری ) 5

زمان نیاز دارد قرار داده شد تا امکان خروج ساعت  5ساعت( به 

اسپرم از دم اپی دیدیم فراهم آید. لازم به ذکر است که 

میکروتیوب حاوی محیط کشت، پیش از شروع عملیات، داخل 

انکوباتور قرار داده شده بود. سوسپانسیون حاوی اسپرم جهت 

 بررسی پارامترهای اسپرم استفاده شد.

 شمارش اسپرم  

 1برای شمارش اسپرم ها از سوسپانسیون حاوی اسپرم، رقت 

میلی  1تهیه گردید. به این صورت که در یک میکروتیوب  20به 

 10میکرولیتر آب مقطر ریخته شد و سپس به آن  190لیتری، 

میکرولیتر سوسپانسیون حاوی اسپرم افزوده شد. به منظور 
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 10شد.  شمارش تعداد اسپرم از لام هموسیتومتر استفاده

میکرولیتر از محلول رقیق شده اسپرم بر روی لام هموسیتومتر 

دقیقه بدون حرکت گذاشته شد تا تحرک  5قرار گرفته و به مدت 

اسپرم ها کاهش یابد. تعداد اسپرم ها در هر میلی لیتر با استفاده 

و توسط میکروسکوپ نوری با درشت  n ×50000 ×dاز فرمول 

تعداد اسپرم های شمارش  nکه  محاسبه گردید X400نمایی 

عکس  dناحیه از محل شمارش لام هموسیتومتر و  5شده در 

 .(23)باشد رقت سوسپانسیون حاوی اسپرم می

 ارزیابی تحرک اسپرم  

از سوسپانسیون حاوی اسپرم تهیه نموده  20به  1ابتدا رقت 

میکرولیتر از محیط کشت حاوی  10برای ارزیابی تحرک اسپرم، 

اسپرم مورد نظر را روی لام نئوبار که لامل سنگی بر روی آن قرار 

داده شده است گذاشته شد و در زیر میکروسکوپ با بزرگنمایی 

X20 (X200 )  (23)بررسی گردید.درصد تحرک اسپرم ها 

 ارزیابی قابلیت زنده ماندن اسپرم   

به منظور ارزیابی قدرت زیست پذیری اسپرم ها از رنگ آمیزی 

میکرولیتر از  20شد. مقدار  استفاده نگروزین -ائوزین

میکرولیتر  20سوسپانسیون حاوی اسپرم روی یک لام تمیز با 

 20ثانیه،  30الی  20محلول ائوزین مخلوط شد و پس از گذشت 

میکرولیتر محلول رنگی نگروزین به آن اضافه گردید. بعد از تهیه 

ی گسترش از محتویات لام و خشک شدن با استفاده از 

، درصد اسپرم های زنده X400ییمیکروسکوپ نوری و با بزرگنما

 (.1شکل) (23) )رنگ نگرفته( و مرده )رنگ صورتی( به دست آمد

 بررسی وضعیت بلوغ هسته اسپرم   

برای این منظور از رنگ آمیزی آنیلین بلو استفاده شد. اساس 

این رنگ آمیزی بر این مبنا استوار است که در طی مرحله ی 

اسپرمیوژنز، پروتامین در کروماتین هسته جایگزین هیستون 

شود که این امر موجب تراکم و فشردگی کروماتین هسته می

شود. پس از تهیه گسترش از اسپرمی که از ناحیه دم اسپرم می

اپی دیدیم استحصال گردید، لام ها در هوا خشک و ثبوت نمونه 

 2/0افر فسفات در ب %3ها توسط ماده ثبوتی گلوتارالدئید 

 %5( انجام شد. نمونه توسط محلول  آنیلین بلو pH: 2/7مولار)

دقیقه  5( به مدت pH :5/3) %4ترکیب شده با اسید استیک 

رنگ آمیزی شدند، سپس لام ها مورد شستشو قرار گرفته و با 

بررسی شدند. تعداد  400×میکروسکوپ نوری با بزرگ نمایی 

رش و نتایج بر حسب درصد بیان عدد اسپرم از هر لام شما 100

شد. اسپرم های نابالغ به دلیل هیستون زیاد به رنگ آبی بوده و 

 ) (23)اسپرم های بالغ از رنگ پذیری کمتری برخوردار بودند 

 (.2شکل

 تک رشته ای DNAو یا  DNAبررسی آسیب   

برای این منظور رنگ آمیزی آکریدین اورنج مورد استفاده قرار 

گام بررسی لام ها توسط گرفت. در این روش رنگ آمیزی هن

دو  DNAسالم به رنگ سبز،  DNAمیکروسکوپ فلورسنت، 

تک رشته ای به رنگ  DNAرشته ای ناپیوسته به رنگ زرد و 

شود. پس از تهیه گسترش از سوسپانسیون حاوی قرمز دیده می

اسپرم و خشک شدن در هوا ثبوت نمونه ها توسط محول کارنوی 

پس رنگ آکریدین اورنج ساعت صورت گرفت و س 2به مدت 

(AO)  میلی گرم در بافر سیترات فسفات به مدت  19/0با غلظت

دقیقه برای رنگ آمیزی لام ها به کار رفت. پس از شستشو،  10

لام ها توسط میکروسکوپ فلورسنت در یک محیط تاریک با 

بررسی شدند و نتایج بر حسب درصد بیان  nm490-450فیلتر 

 (.3شکل) (23)شد 

  ارزیابی مورفولوژیک اسپرم ها  

نگروزین  -به وسیله دو روش رنگ آمیزی آنیلین بلو و ائوزین

بررسی شدند. در این مطالعه میانگین تعداد اسپرم های طبیعی 

 در گروه های مختلف مورد شمارش قرار گرفت. 

 یآمار یبررس  

 مپرـــسا پارامترهای کیفیت های حاصل ازمقایسه آماری داده

 ,.SPSS (Version 18; Inc آماری ارزـــفا مرـــن طـــتوس

 
( سر اسپرم بی رنگ 1نشان دهنده زیست پذیری اسپرم، ) -1 شکل

( سر اسپرم رنگ گرفته )صورتی( اسپرم مرده را 2)سفید( اسپرم زنده و )

 x400دهد. رنگ آمیزی ائوزین نگروزین بزرگ نمایی نشان می
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Chicago, USA)  یک طرفه و تست  وانوآآماری روش  هـــبو

 گرفت. ارقر ارزیابی ردوـم( >05/0P)طح ـس درتعقیبی توکی 

 

 نتایج
روز بعد  35در نتایج حاصل از شمارش میانگین تعداد اسپرم 

 T-D+DMEMو  T-Dنشان داد که در گروه های از عمل جراحی 

نسبت به کنترل سالم و لاپاراتومی میانگین تعداد اسپرم به طور 

 ( کاهش یافته که تزریق محیط کشت>05/0Pمعنی دار )

نی دار فیبروبلاست و ماکروفاژ موجب افزایش مع جداگانه

 T-D+DMEMو  T-Dمیانگین تعداد اسپرم نسبت به گروه های 

، ولی تزریق مایع محیط هم کشتی (>05/0P) گردید

ماکروفاژ تأثیری در افزایش میانگین تعداد اسپرم  -فیبروبلاست

نداشته و با آن گروه  T-D+DMEMو  T-Dنسبت به گروه های 

 (. 1ها فاقد اختلاف معنی دار بود )جدول -

شمارش میانگین تعداد اسپرم های متحرک  پیشرونده در این 

نسبت به  T-D+DMEMو  T-D نشان داد که در گروه های کار

گروه های کنترل سالم و لاپارتومی به طور معنی دار کاهش یافته 

(05/0P<)یط ، ولی در گروه های دریافت کننده جداگانه مایع مح

نسبت  (>05/0P)کشت فیبروبلاست و ماکروفاژ به طور معنی دار 

افزایش نشان داد  T-D+DMEMو  T-Dبه گروه های 

(05/0P<) این افزایش در گروه ماکروفاژ تا اندازه گروه کنترل .

 داد. نبا آن گروه اختلاف معنی دار نشان  لیو ،سالم نبود

همانند پارامتر قبلی در این مورد نیز تزریق مایع محیط هم 

ماکروفاژ فاقد تأثیر مثبت بوده و با گروه  -کشتی فیبروبلاست

فاقد اختلاف معنی دار بود )جدول  T-D+DMEMو  T-Dهای 

1.) 

 
( و سر اسپرم به Aنشان دهنده بلوغ کروماتین هسته اسپرم. سر اسپرم به رنگ سفید نشان دهنده وجود کروماتین بالغ )تصویر  -2شکل

 x400باشد. رنگ آمیزی آنیلین بلو، بزرگ نمایی ( میBگر اسپرم با کروماتین نابالغ )تصویر رنگ آبی نمایان

 

 
( و سر اسپرم با رنگ سبز 1آسیب دیده ) DNAم با رنگ زرد نشان دهنده اسپرم با اسپرم. سر اسپر DNAآسیب  نشان دهنده -3شکل

 x400(، بزرگ نمایی AOدهد. رنگ آمیزی آکریدین اورنژ)( را نشان می2اسپرم سالم )
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بررسی میزان زیست پذیری اسپرم نشان داد که در گروه های 

T-D  وT-D+DMEM واپیچش بدون  -که در آن ها عمل پیچش

درمان صورت گرفته است نسبت به گروه های کنترل سالم و 

، ولی در گروه (>05/0P)لاپاراتومی دارای کاهش معنی دار بود 

های دریافت کننده مایع رویی محیط کشت فیبروبلاست و 

افزایش  T-D+DMEMو  T-Dماکروفاژ نسبت به گروه های 

، که این افزایش در گروه (>05/0P)د معنی دار نشان دا

فیبروبلاست تا حد کنترل سالم بوده و با آن گروه فاقد اختلاف 

معنی دار بود. در این پارامتر نیز استفاده از مایع رویی محیط هم 

ماکروفاژ فاقد تاثیر مثبت بوده و با گروه  -کشتی فیبروبلاست

 فاقد اختلاف معنی دار بود.  T-D+DMEMو  T-Dهای 

نتایج شمارش میانگین تعداد اسپرم های طبیعی از نظر شکل 

نسبت  T-D+DMEMو  T-Dظاهری نشان داد که در گروه های 

به گروه های کنترل سالم و لاپاراتومی تعداد اسپرم های طبیعی 

به طور معنی دار کاهش یافته و در گروه های فیبروبلاست و 

اد اسپرم های ماکروفاژ افزایش معنی داری در میانگین تعد

مشاهده  T-D+DMEMو  T-Dطبیعی نسبت به گروه های 

ماکروفاژ  -، ولی گروه هم کشتی فیبروبلاست(>05/0P)گردید 

افزایشی در میانگین تعداد اسپرم های طبیعی نسبت به گروه 

مشاهده نشد و با آن گروه فاقد اختلاف معنی دار  T-Dکنترل 

ی اختلاف معنی بود دارا T-D+DMEMبود، ولی نسبت به گروه 

(05/0P<) (.1)جدول 

شمارش میانگین تعداد اسپرم های حاوی کروماتین نابالغ و 

DNA آسیب دیده نشان داد که در گروه های T-D وT-

D+DMEM  نسبت به کنترل سالم و لاپاراتومی به طور معنی دار

افزایش یافته، ولی در گروه های دریافت کننده مایع محیط کشت 

-Tفیبروبلاست و ماکروفاژ به طور معنی دار نسبت به گروه های 

D  وT-D+DMEM  کاهش نشان داد(05/0P<) ،در حالی که .

 انحراف معیار( ±ی )میانگین مقایسه آماری پارامترهای مربوط به کیفیت اسپرم در بین گروه های مختلف کنترل و تجرب -1جدول 

 گروه آزمایشی
 تعداد اسپرم

(610 /X) 

 تحرک اسپرم

)%( 

 قدرت زیست پذیری

)%( 

 اسپرم های طبیعی

)%( 

 b04/1±2/82 b52/5±88 c64/3±6/93 c34/2±96 کنترل سالم

 b76/1±9/74 b76/7±4/78 bc14/5±90 c08/4±2/93 لاپاراتومی

T-D a26/1±58/0 a31/15±9 a17/12±83/7 ab11/18±66/11 

T-D+DMEM a05/1±63/7 a07/19±29 a66/19±4/28 b77/22±4/38 

T-D+F b27/2±7/67 b39/7±71 bc85/5±75/78 c68/6±83 

T-D+M b76/7±3/56 b24/6±63 b08/8±33/69 c5/7±33/72 

T-D+FM a15/1±66/0 a92/6±4 a66/8±5 a39/10±6 

 

 باشد.( می>05/0Pنشان دهنده وجود اختلاف معنی دار در سطح )حروف نامشابه در هر ستون 
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تعداد اسپرم  ماکروفاژ میانگین -در گروه هم کشتی فیبروبلاست

افزایش نشان داد،  دیده آسیبDNA های حاوی کروماتین نابالغ و

فاقد اختلاف معنی  T-D+DMEMو  T-Dطوری که با گروه های 

  (.1دار بود )نمودار 
 

 

 

 بحث 
رپرفیوژن به دلایل مختلف  -آسیب بیضه ای مربوط به ایسکمی

مثل: فتق مغابنی احتباسی، پیچش بیضه در دوران طفولیت اتفاق 

می افتد. علت اصلی آسیب بیضه بعد از ایسکمی تولید رادیکال 

باشد. رادیکال های آزاد های آزاد اکسیژن در حین رپرفیوژن می

را اکسید می کند  DNAها و اکسیژن لیپیدهای غشایی، پروتئین 

که منجر به اختلال در عملکرد و گاهی اوقات مرگ سلولی 

و همکاران جزئیات اطلاعات Saeid Azizollahi . (24)شود می

اثرات تورشن بیضه را بر روی پارامترهای بیضه ای و اپی دیدمی 

توضیح دادند، آن ها نشان دادند که تورشن می تواند سبب 

 یپوکسیمطالعه حاضر ه در. (25)آزواسپرمی دائم در موش شود 

شده در ایسکمی ناشی از تورشن بیضه و برقراری مجدد  جادیا

گردش خون و متعاقب آن و افزایش رادیکالهای آزاد موجب پایین 

های بافت بیضه گردیده و در نهایت آمدن متابولیسم کلی سلول

قدرت زیست پذیری اسپرماتوزوئید را کاهش داده و به همین 

های زنده تعداد اسپرم TD+DMEMو  TDهای دلیل در گروه

فیبروبلاست و ماکروفاژ  CMشدیداً کاهش یافته در حالیکه 

موجب افزایش تعداد اسپرم های زنده گردیدند و در این مورد نیز 

CM ها نتیجه ای مشابه گروه گروه هم کشتی سلولTD  را نشان

( با مولکول های مجاور وارد ROSهای فعال اکسیژن )داد. گونه

نش می شوند که آسیب ناشی از القا استرس اکسیداتیو را در واک

ارگانل ها و مولکول های سلولی فعال می کند. در سال 

2008Reda Z Mahfouz  و همکاران، زیست پذیری، آپوپتوز و

های فعال اکسیژن در اسپرماتوزوآی انسان را قبل و بعد از گونه

تیجه گرفتند که القای استرس اکسیداتیو بررسی کردند. آن ها ن

احتمالاً بر روی کیفیت اسپرم از طریق  ROSسطوح داخل سلولی 

. (26)اثراتش بر روی زیست پذیری اسپرم تاثیر می گذارد 

باعث شد که احتمالاً در عملکرد  TDهمچنین در مطالعه حاضر 

د شده و در میتوکندری های اسپرماتوزوئید ها نیز اختلال ایجا

های درمان نشده افت شدید تعداد اسپرم های متحرک گروه

فیبروبلاستی و ماکروفاژی با  CMکه مشاهده گردید در حالی

داشتن فاکتورهای رشد موجب بازسازی ساختاری و افزایش توان 

های سری اسپرماتوژنز گردیده و عملکرد آنتی اکسیدانتی سلول

د. در پستانداران تحرک یکی از میتوکندری را نیز بهبود بخشیدن

باشد. حرکت مهم ترین پارامترهای ارزیابی کیفیت مایع منی می

آز دینئین موجود در آکسونم  ATPتاژک اسپرم حاصل فعالیت 

حاصل از گلیکولیز و فسفوریلاسیون  ATPوابسته به تولید 

 
 و عدم بلوغ کروماتین در بین گروه های مختلف کنترل و تجربی DNAمقایسه آماری آسیب  -1نمودار 

 باشد.انحراف معیار( اعداد نوشته شده بالای ستون ها مقادیر انحراف معیار می±)میانگین

 .باشد( می>05/0Pحروف نامشابه در هر ستون هم رنگ نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار در سطح )
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و  S Volpe 2009باشد. در سال اکسیداتیو میتوکندریایی می

باط بین تحرک و عملکرد میتوکندری در همکاران ارت

اسپرماتوزوآی گوشتخواران را بررسی کردند آن ها دریافتند که 

تنفس میتوکندریایی برای حفظ تحرک اسپرم نمی تواند کافی 

باشد اما احتمالاً برای بقای اسپرم در مجرای تناسلی جنس ماده 

و همکاران  Dolly J. Holt 2010. در سال (27)باشد مهم می

سلول را در کشت هم زمان ماکروفاژها و  -سیگنال دهی سلول

فیبروبلاست ها در پاسخ به جسم خارجی را مورد بررسی قرار 

م زمان ماکروفاژهای اولیه دادند. آن ها نتیجه گرفتند که کشت ه

-Macrophage Chemotactic Protein)با فیبروبلاست محصول 

1) MCP-1  .را به طور معنی داری افزایش دادTNF-ᾳ  به عنوان

باشد که ممکن است منجر یک فاکتور میتوژنی فیبروبلاستی می

در کشت هم زمان شود. افزایش تولید  MCP-1به سطوح بالای 

MCP-1 غییر فیبروبلاست به فنوتیپ فیبروتیکی منجر به ت

باشد به طوریکه فیبروبلاست های فیبروتیکی سبب افزایش می

. هیپوکسی (28)شود می MCP-1القا شده توسط  TNF-ᾳتولید 

ناشی از تورشن و رادیکالهای آزاد ایجاد شده در اثر رپرفیوژن 

)برقراری مجدد گردش خون( باعث گردید که در مطالعه حاضر 

روند اسپرماتوژنز مختل شده و تولید اسپرم در طول دوره 

شدیداً نسبت به گروه  TD+DMEMو  TDآزمایشی در گروه 

های کنترل سالم و لاپاراتومی کاهش یابد ولی فاکتورهای رشد 

فیبروبلاستی و ماکروفاژی باعث گردید که تعداد  CMموجود در 

گروه های افزایش یابد و این افزایش تا اندازه  TDاسپرم متعاقب 

مربوط به گروه هم کشتی احتمالاً به  CMسالم بود، در حالیکه 

بوده و با این گروه فاقد  TDبالا در حد گروه  TNF-ᾳشتن علت دا

با  ضهیب ینینابیبافت ب یماکروفاژها تعداداختلاف معنی دار بود. 

ماکروفاژها  نیا باشد.مینوسان در  ضهیتوجه به سن در ب

 دی( را تولTNF-ᾳ) ی( و فاکتور نکروز تومورIL-1) 1 –نینترلوکیا

 کلیورود به س یرا برا یشتریب یهاسلول IL-1Bکنند .  یم

 نیهمچن TNF ᾳو  IL-1 a. رندیگ یبکار م DNAو سنتز  یسلول

 کیرا تحر گیدیل یهادر سلول DNAدار سنتز  یطور معن هب

نقش مهم در  کیممکن است  IL-1 نیکنند. بنابرا یم

از بلوغ در  شیتکامل پ نیدر ح گیدیل یهاسلول ونیفراسیپرول

. بنابراین به نظر می رسد که در (29) کند ینابالغ باز یرت ها

مایع رویی حاصل از کشت تک ماکروفاژ، احتمالاً ماکروفاژها به 

ی در مرحله TNF-ᾳ( و IL-1) 1 –نینترلوکیای ترشح واسطه

های لیدیگ پیش از بلوغ در رت های نابالغ سبب تحریک سلول

شود و بهبود و ترشح هورمون های دخیل در اسپرماتوژنز می

شود. اما در هم کشتی سلول ماکروفاژ با پارامترهای اسپرم می

و  MCP-1ی تولید دو فاکتور فیبروبلاست افزایش بیش از اندازه

TNF-ᾳ شحه سبب اثرات منفی بر روی پارامترهای اسپرم متر

ماکروفاژ CM و همکاران اثر  JAMES B 1985شود. در سال می

های لیدیگ در شرایط بیضه ای را پس از اضافه کردن به سلول

 CMآزمایشگاهی بررسی نمودند. آن ها نتیجه گرفتند که هم 

بت بر روی ماکروفاژ بیضه ای و هم ماکروفاژهای پریتونئالی اثر مث

های لیدیگ و تولید تستوسترون داشتند و از نظر آماری سلول

معنی دار بوده ولی اثر ماکروفاژهای پریتونئالی کم تر از 

و  Defalco 2015سال  در ماکروفاژهای بیضه ای بوده است 

سلول  ینرا نشان دادند. ا یا یضهب یهمکاران نقش ماکروفاژها

و  یاسپرماتوگون یشروپ یدر مجاورت سلول ها یماکروفاژ یها

 یهستند که اسپرماتوگون ینیفروسسم یاز لوله ها یدر سطح

ماکروفاژها،  ینکه ا یافتندآن ها در .قرار دارند یزمتماغیر

 – CSF1)) Colony یلاز قب یرو تکث یزمحرک تما یفاکتورها

Stimulatig Factor 1 ئیک و آنزیم های درگیر در بیوسنتز رتینو

 اسید 

(RA )Retinoic Acid ماکروفاژها تخلیه. کنند می بیان را 

 یافته، این. شود می ها ونیگاسپرماتو تمایز در اختلال منجربه

 را بیضه در اسپرماتوگونی تمایز در ماکروفاژها غیرمنتظره نقش

 . (31)کرد  آشکار

در مطالعه حاضر نشان داده شد که هیپوکسی حاصل از تورشن 

و افزایش رادیکالهای آزاد روی جایگزینی پروتامین به جای 

هیستون در روند تراکم هسته اسپرم اختلال ایجاد کرده و به طور 

و نیز گروه دریافت  TD+DMEMو  TDهای فاحش در گروه

نابالغ را نشان ها افزایش اسپرم های هم کشتی سلول CMکننده 

نیز  DNAداد و چون عدم تراکم هسته موجب آسیب پذیری 

به موازات عدم بلوغ هسته در  DNAگردد تغییرات شکستگی می

های دریافت گروه های مذکور مشاهده گردید. در حالیکه،گروه

فیبروبلاستی و ماکروفاژی دارای تعداد بسیار کم  CMکننده 

بودند، طوری  DNAبلوغ هسته و اسپرم های آسیب دیده از نظر 

های سالم بود. استرس های که میزان آنها تقریباً نزدیک به گروه

محیطی، موتاسیون های ژنی و ناهنجاری های کروموزومی 

همگی می توانند عوامل بیوشیمیایی موثر در اسپرماتوژنز را 

مختل نمایند که سرانجام منجر به ناهنجاری های ساختاری 

. (32)باشد د، که با فرآیند باروری ناسازگار میکروماتین گرد
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آنالیز معمولی مایع منی یک ارزیابی تقریبی از عملکرد درست 

اسپرم را  DNAدهد، اما همیشه کیفیت پرماتوزوآ را نشان میاس

و همکاران نشان دادند که  Nasrin Sheikhمنعکس نمی کند. 

اسپرم در مردان نابارور به طورمعنی داری  DNAآسیب های 

باشد و اسپرم هایی با ظاهر نسبت به مردان بارور بالاتر می

بیشتری  DNAغیرطبیعی و سطوح پایین تحرک، ناهنجاری 

ن . در ای(24)نسبت به اسپرم های متحرک و طبیعی دارند 

مطالعه اثرات بیولوژیکی ناشی از هیپوکسی و افزایش رادیکالهای 

آزاد موجب کاهش اسپرم هایی با شکل ظاهر طبیعی گردید در 

های دریافت کننده حالیکه تعداد اسپرم های طبیعی در گروه

CM های سالم افزایش فیبروبلاستی و ماکروفاژی تا اندازه گروه

اختلاف معنی دار بود. تغییرات ها فاقد نشان داد و با آن گروه

مشاهده شده در رابطه با شکل ظاهری اسپرم ها، حرکت و زنده 

باشد. و بلوغ هسته نمی DNAبی ارتباط با آسیب  آنهامانی 

فاکتورهای اتیولوژی مختلفی وجود دارد که در ارتباط با قطعه 

اسپرم بوده و به ساختار درست کروماتین  DNAقطعه شدن 

،  (33)آسیب می زند. علل آن از شرایط محیطی از قبیل سیگار

تا شرایط پاتوفیزیولوژی از قبیل  (35)شیمی درمانی  و (34)اشعه 

باشد. می (37)و سرطان  (36)لکوسیتواسپرمیا ، واریکوسل ها 

این است  حاضر مطالعه در یبروبلاستیف CM یبهبود بخش اثر

که سلول فیبروبلاست فاکتورهای رشد فیبروبلاستی متعددی را 

ترشح می کنند که این فاکتورهای رشد به واسطه ی علامت 

 FGF receptors های فاکتور رشد فیبروبلاستی گیرنده

(FGFRs)  طیف وسیعی از اعمال بیولوژیکی از جمله تکثیر

سلولی، بقا، مهاجرت و تمایز را تنظیم می کند. مسیرهای علامت 

و  RAS/MAP kinase ،PI3 kinase/AKTمسیر FGFدهی 

PLCγ باشد که در این میان مسیر میRAS/MAP kinase  به

باشد. مسیر اخیر، کینازهای طور برجسته ای شناخته شده می

 Mitogen-activated protein (MAP)میتوژنی  -پروتئینی فعال

پروتئین کینازهای اختصاصی سرین/تریونین می باشند که به 

تحریک ماتریکس خارج سلولی )میتوژن ها( پاسخ می دهند و 

فعالیت های مختلف سلولی از قبیل بیان ژن، تقسیم میتوز، تمایز 

 Fibroblastفاکتور رشد ) .(38)و بقا/آپوپتوز را تنظیم می کند

Growth Factor )FGFs  یک نقش کلیدی در تنظیم رشد و

 2013تکامل اعضای تولید مثلی از جمله بیضه ها دارند در سال 

Xin Jiang  و همکاران نقش و مکانیسمFGFs  را در تکامل بیضه

و درمان بیماری های بیضه مطرح نمودند و اثر درمانی آن را در 

فتند که کانسر بیضه و دیابت را بررسی نمودند و نتیجه گر

برای تعیین و تنظیم اعمالی چون تکامل،  FGFsسیگنال 

ها آنژیوژنز، هماتوپویزیس، تکثیرسلولی، تمایز و مهاجرت سلول

. فاکتور رشد فیبروبلاستی (12)به میزان زیادی حیاتی می باشند 

یکی از  bFGF  (basic Fibroblast Growth Factor)یباز

فاکتورهای رشد مترشحه ی فیبروبلاستی می باشند که به عنوان 

سلول در رشد و تکامل بررسی شدند  –ه ی اثر متقابل سلولواسط

شامل آنژیوژنز  ساز یمن بر روی لوله های bFGFی و نقش بالقوه

لوله ها، تکثیر سلول سرتولی اطراف لوله و واسطه ی اثرات متقابل 

سال  . در(39)باشد ژرمینال مورد توجه می –سلول سرتولی

2014 Melissa Skibba   و ممانعت  حفاظتیو همکاران اثر

بر  را 1 یبروبلاستیفاکتور رشد ف non-mitogenic acidicکننده 

شده با  یابتید یموش ها یا بیضه یمرگ سلول ها یرو

 دچار یابتید های موش بیضهنمودند.  یسررا بر یناسترپتوزوتوس

 نشانها  آن. می شود ها سلول درآپوپتوز  یشوزن و افزا کاهش

رشد  فاکتور non-mitogenic acidicموش ها با  ینا درمان دادند

 این در بیضه های لولس آپوپتوز و وزن کاهش 1 یبروبلاستیف

 برای فاکتور را این از استفادهها  آن. می دهد کاهش را ها موش

 دیابتی های موش در ای بیضه های سلول مرگ از جلوگیری

  .(40) نمودند پیشنهاد

ی فیبروبلاست به واسطه ی فاکتورهای بنابراین، کشت جداگانه

و مسیرهای علامت دهی باعث بهبود  bFGFرشد متعدد از جمله 

کیفیت پارامترهای اسپرم در شرایط پاتولوژیکی پس از تورشن 

 شود. می
 

 گیرینتیجه
در پایان می توان نتیجه گیری کرد که مایع رویی حاصل از 

جداگانه ی فیبروبلاست و ماکروفاژ به علت دارا بودن کشت 

فاکتورهای رشد موثر در اسپرماتوژنز می تواند به طور معنی داری 

دتورشن را افزایش  –بهبود پارامترهای اسپرم به دنبال تورشن

 -دهد اما، مایع رویی حاصل از کشت هم زمان فیبروبلاست

 –م بعد از پیچشماکروفاژ تاثیری در بهبود پارامترهای اسپر

 واپیچش بیضه احتمالاً به علت داشتن عوامل التهابی ندارد.

از سلول  یسلول، و عار ییرو یعما یهتوجه به سهولت ته با

وجود ندارد. لذا امروزه استفاده از  یوندبودن آن مشکلات رد پ

CM ها مورد توجه قرار گرفته  یماریاز ب یاریدرمان بس یبرا

. یابدبه سرعت توسعه  یکنزد ندهیاست و ممکن است در آ
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 یها یماریدرمان ب یبرا CMمطالعات جهت استفاده از  ین،بنابرا

 یمال ین. با توجه به بار سنگباشدیم یمختلف در حال جمع آور

 ی،درمان یو عوارض موجود در روش ها یاز درمان نابارور یناش

 یهاحاصل از سلول یرشد ترشح یفاکتورها یاتو خصوص

 یدو رده سلول ینحاصل از ا ییرو یعو ماکروفاژها، ما یبروبلاستف

 .در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت

 یپارامترها یابیارز یلتکم جهت IVF یشآزما انجام عدم

مقاله  ینچون ا از محدودیت های این روش بوده استاسپرم 

 یانجام تست ها یلدل بوده که به دکترا ی از رساله یحاصل بخش

 .نشد انجامبخش از کار  ینا موضوعموجود در  یگرد
 

 تشکر و قدردانی
اثرات مایع "این مقاله حاصل بخشی از رساله ی دکترا با عنوان 

های فیبروبلاست رویی حاصل از کشت جداگانه و هم زمان سلول

و ماکروفاژ بر روی اختلالات پارامترهای اسپرم القا شده به وسیله 

باشد که با می "بیضه در رت های نر بالغ چشیواپ -چشیپی 

حمایت بخش بافت شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه ارومیه 

می  AECVU-178-2018اجرا شده است. کد اخلاقی این مقاله 

 باشد. 
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Abstract 
 

Background & Objective: Ischemia and Reperfusion (I/R) lead to the production of excessive reactive 

oxygen species (ROS). In the present study, the protective effects of the cell culture conditioned 

medium (CM) on sperm quality disorder induced by torsion-detorsion (T-D) in adult rat’s testis was 

evaluated.  

Materials & Methods: In this study, 42 adult rats were divided into seven groups. 1- Normal control 

group treated without surgery. 2- Laparotomy group, surgery operated without T-D. 3- T-D group, 

surgery operated along with T-D. 4- T-D+DMEM group, after T-D Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM) has been injected. 5-7 groups included T-D+F, T-D+M, and T-D+FM, along with T-

D injected conditioned medium of fibroblast, macrophage, and fibroblast-macrophage co-culture 

respectively. All injections were made at a rate of 10μL once after T-D in the rete testis. After 35 days, 

sperm quality parameters were evaluated and obtained data were compared between groups by one-

way ANOVA statistic method and Tukey test post hoc at P<0.05 level. 

Results: The experimental groups that received CM of the fibroblast and macrophage compared to 

groups T-D and T-D+DMEM showed ameliorative effects in comparison with T-D and T-D+DMEM 

groups. No ameliorative effects were observed in the T-D+FM group.  
Conclusion: The results of this study showed the high ability of supernatant of the separate fibroblast 

and macrophage culture in improving sperm parameters after testicular T-D. 

 

Keywords: Testicular torsion-detorsion, Fibroblast, Macrophage, Sperm quality, Rat 
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