
  295 -305 صفحات 82پاييز / فصلنامه باروري و ناباروري
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هـاي    سـلول  .يابد   يك فرآيند سنجيده و دقيق است كه در سن بلوغ آغاز شده و در سراسر زندگي توليد مثلي ادامه مي                    سازي  اسپرم
كـشتي در حفـظ       هـاي هـم     سيـستم .  و بعـد از آن هـستند       زمينال در محيط كشت تحت شرايط خاصي قادر بـه تمـايز حـين ميـو               رژ

 از ايـن    .نمايـد    را فراهم مـي    سازي   نقش مهمي داشته و امكان حمايت از روند اسپرم         سازي   و روند اسپرم   سازندة اسپرم هاي    سلول
هـاي   هورمـون . شود مي هاي سازندة اسپرم استفاده    ها جهت بلوغ سلولهاي ژرمينال و غلبه بر توقف تمايز سلول           رو از اين سيستم   

FSHمحـيط  آنها سبب نقـص در اسـپرم سـازي در   كاهشسازي مهم بوده و  پرم و تستوسترون نيز در شروع و بقاء اس  In Vivo  
در ايـن پـژوهش، اثـرات دو        ها در مطالعات انجـام شـده وجـود نداشـت              كشتي با هورمون     از آنجا كه همراهي سيستم هم      .گردد مي

هـاي   توسترون بـر بلـوغ سـلول    و تـس rFSH حاوي هورمونهايVeroبا سلولكشتي   و سيستم هم Veroكشتي با سلول سيستم هم
ــ. اســپرماتيد گــرد مــورد بررســي قــرار گرفــت  ــژاد   ا هب ــاNMRIيــن منظــور سوسپانــسيون ســلولي از بيــضه مــوش ن    ســن  ب

، قسمت ديگـر بـر روي تـك    )گروه شاهد( حاوي سرم DMEMيك قسمت در محيط  .  هفته تهيه و به سه قسمت تقسيم گرديد        12-8
 و rFSHهــاي   بــه اضــافه هورمــونVeroهــاي   نيــز در محــيط حــاوي تــك لايــه ســلول و بخــشي) 1آزمــون ( Veroلايــه ســلول 
، اسـپرماتيدهاي در حـال طويـل شـدن و           گردهاي اسـپرماتيد   تعداد سلول . شد  ساعت كشت داده   96مدت   به) 2ونمآز(تستوسترون
 سـاعت بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ نـوري بررسـي و ثبـت                 96قبل از كشت و همچنين روزانه به مدت         طويل شده    اسپرماتيدهاي

هاي اسپرماتيد نيز در طي ساعات ذكر شده، با استفاده از آزمون تريپان بلـو ارزيـابي    ميزان درصد زنده ماندن انواع سلول   . گرديد
 در سيـستم  حاصل حاكي از آن بود كهنتايج  .شد  مقايسهrepeated measure ANOVAشده و نتايج حاصل توسط آزمون آماري 

 دار   معنـي   افـزايش  نسبت بـه گـروه شـاهد       در حال طويل شدن   هاي اسپرماتيد     ساعت اول كشت تعداد سلول     24 در   Veroكشتي   هم
ت، بـه   سـاعت كـش  48 و24 و تـستوسترون نيـز پـس از    rFSHهاي  كشتي حاوي هورمون  در سيستم هم  .   )>0/0P 001 (نشان داد 

ولي  ؛)>0001/0P ( داشت دار   معني  افزايش طويل شده نسبت به گروه شاهد     و   در حال طويل شدن    اسپرماتيدهاي   ترتيب تعداد سلول  
اسـپرماتيد  هـاي     از نظـر تعـداد سـلول      . هاي اسپرماتيد كـاهش يافـت       تعداد انواع سلول   به مرور هاي فوق،    پس از سپري شدن زمان    

ها ميزان درصد زنده مانـدن   درتمامي گروه. هاي آزمون مشاهده نشد دار بين گروه ت تفاوت معني در محيط كش   حال طويل شدن   در
كـشتي   هـاي هـم   دليل اثـرات مثبـت سيـستم    ههاي آزمون ب  در گروه  و    كاهش داشت  ،هاي اسپرماتيد در طول مدت زمان كشت       سلول

هاي اسپرماتيد گرد در     اين تحقيق نشان داد كه بلوغ سلول      در مجموع نتايج    . حفظ شد با درصد بالاتري     ها  حيات سلول  ها  وهورمون
قادر هستند )  ساعت48حداكثر (ها براي مدت زمان كوتاهي  شود و سلول  حاصل مي هورمون-كشتي كشتي و هم هر دو سيستم هم

كـشتي   وغ، سيستم هملازم به ذكر است كه از جهت زنده ماندن در محيط كشت و همچنين بل  . كه مراحل تمايزي را پشت سر گذارند      
  .كند كه به آن هورمون افزوده شده باشد بهتر عمل مي

  

  
  .، و تستوسترونrFSH درمحيط كشت، بلوغ، كشتي هم،  اسپرماتيد،سازي ناباروري، توقف اسپرم :گل واژگان

 

  ،جـلال آل احمـد     رگـراه بزدانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيـت مـدرس،          ،تشريحعلوم  روه  دكتر منصوره موحدين، گ    :آدرس مكاتبه 

  .تهران، ايران
     movahedm @hotmail.com:پست الكترونيك
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  مقدمه
تمـايز  دقيـق    پيچيـده و  حـل   امرشـامل    كه   1سازي اسپرم

 در سن بلـوغ آغـاز شـده و     ،سلولي در پستانداران است   
 آن  ةيابد كه در نتيج ـ    مثلي ادامه مي   در طول زندگي توليد   

تقـسيم شـده و حاصـل تقـسيمات         ،  2هـاي بنيـادي    سلول
 اسپرماتيدهاي هاپلوئيدي است كـه در بيـضه و          ،ميوزي

 روي آنها صـورت گرفتـه تـا         اساسيرات  ديديم تغيي  اپي
تمـامي مراحـل    .  ايجـاد شـود    كامـل اسپرمي با عملكـرد     

 ؛گيـرد  طـور كامـل صـورت مـي        هسازي همزمان ب   اسپرم
 كــوچكترين اختلالــي، بطوريكــه در شــرايط پاتولوژيــك

 %4-30در. )1(توانـــد ســـبب نابـــاروري شـــود    مـــي
 و  3هاي بيضه در بيماران مبتلا بـه آزواسـپرمي         بيوپسي

سازي گـزارش     توقف روند اسپرم   ،   شديد 4يگواسپرميال
تواند در هر مرحله از تشكيل       اين توقف مي  ). 2(است شده
رونـد   در انـسان توقـف    .  ژرمينال اتفـاق افتـد     هاي  سلول
 بـراي   اي  كننده  مأيوس  معضل نقطة پايان و  سازي   اسپرم
از  . دارنـد  داشـتن فرزنـد را    هايي اسـت كـه آرزوي        زوج
 تزريق ،ه توسط محققان علم باروريهاي ارائه شد   روش

 اسـپرماتيد هـاي     انواع سلول  ICSI(5(داخل سيتوپلاسمي 
 نـوزاداني اسـت كـه بـا ايـن روش           به تخمك بارور نشده   

 )6( و انـسان   )5(مـوش  ،)4(گـاو ،  ) 3(طبيعي در خرگوش  
تزريـق داخـل سيتوپلاسـمي اسـپرم        . متولد شـده اسـت    

 ، 6ردنسبت به تزريق داخـل سيتوپلاسـمي اسـپرماتيد گ ـ         
موفقيــت   8 هــسته اســپرماتيد گــرد، 7اســپرماتيد طويــل

 علت عدم موفقيت كامل     .)7( داشته است  لقاحبيشتري در   
توان به عواملي نظير     ميرا  ها   در استفاده از ساير سلول    

فعاليــت ، تغييــرات ايجــاد شــده در عملكــرد ســانتروزوم
 همزمان نبودن سـيكل     ،جنيني  ژنوم فعال شدن تخمك و   

                                                           
1- Spermatogenesis 
2- Stem cells 
3- Azoospermia 
4- Oligoospermia 
5- Intracytoplasmic sperm injection 
6- Round spermatid injection 
7- Elongated spermatid injection 
8- Round spermatid nucleus injection 

ــ ــروتئين هــستهســلولي و بل  و عــدم تــشخيص ) 8(وغ پ
 9نـاهمگن هـاي اسـپرماتيد درون جمعيـت     صحيح سـلول  

 در اتيدلـذا بلـوغ اسـپرم    .  نـسبت داد   )9(هاي بيضه  سلول
محيط كشت جهت كاربرد در لقاح مصنوعي ضروري به       

 در توليـد مثـل      10كـشتي  هـاي هـم    سيـستم . رسد نظر مي 
و در روش هـم كـشتي د      . )10(كمكي اثرات مفيدي دارنـد    

كـشتي   شوند كه اين هـم     طور همزمان كشت مي    هسلول ب 
صورت مكانيسم مثبت يا منفي عمـل كـرده و           هتواند ب  مي

ــد     ــود رون ــر بهب ــلول نظي ــاي س ــبب اصــلاح ويژگيه س
  افـزايش تعداداسـپرم وجنـين      ،)11(گيري اسـپرم   ظرفيت
هـاي تـستوسترون و      هورمـون .   شود  … و )12(حاصله

FSH        سـازي نقـش    سـپرم  ا رونـد   نيز در شروع و ادامه 
اي داشته و كاهش آنها سبب اختلال در اين فراينـد            ويژه
ــي ــود م ــستم  . ش ــرات سي ــسياري اث ــشمندان ب ــاي دان  ه
هــا را بــر ميــزان بلــوغ   هورمــونهمچنــينكــشتي و هــم

. )13 -16(انـد  هاي سازندة اسـپرم بررسـي كـرده        سلول
Cremades  در دو تحقيق جداگانه به      )14،13(  و همكاران

ــرات  ــونبررســي اث ــستوسترون   هورم ــاي ت  و FSH، ه
هاي اسپرماتيد    جهت بلوغ سلول   Veroكشتي   سيستم هم 

 كه نتـايج حاصـله بيـانگر پيـشرفت رونـد            پرداختندگرد  
هـاي    با استفاده از سيـستم     ها در اين سلول   اسپرميوژنز

 و همكاران در مطالعات خود بـه ايـن          Tesarik . بود فوق
ــون    ــزودن هورم ــه اف ــيدند ك ــه رس ــاي  نتيج  و rFSHه

هاي اسپرماتيد گـرد     تستوسترون به محيط كشت سلول    
قــادر اســت مراحلــي از تمــايز در محــيط كــشت را القــا 

  ).15-16(نمايد
كشتي و همچنين هورمـون در       با توجه به نقش مثبت هم     

هاي اسپرماتيد گرد و بـا ذكـر ايـن نكتـه كـه               بلوغ سلول 
همراه كردن اين دو سيستم به منظـور بلـوغ اسـپرماتيد            

ر مطالعات انجام شده يافت نشد، هدف تحقيـق حاضـر           د
 هــاي تــستوسترون و بررســي تــاثير افــزودن هورمــون

                                                           
9- Heterogeneous  
10- Co- culture systems 
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rFSH   كشتي به منظور تسهيل اسـپرميوژنز        به محيط هم
  .در محيط كشت بود

  

  مواد و روشها 
 بـا   NMRIهاي نـر سـفيد نـژاد         در اين پژوهش از موش    

 مـوش   15 و در مجمـوع       هفتـه اسـتفاده شـد      8-12سن  
 5 موش در طي     5در هر گروه    ( د مطالعه قرار گرفت   مور

  ).بار آزمايش
قطـع  هاي نر استفاده شـده در پـژوهش بـه روش             موش

هـاي حيـوان از      كشته شده و بيضه    نخاع از ناحيه گردن   
ــري   ــارج و در پت ــدن خ ــاوي   ب ــش ح ــشت دي ــيط ك   مح

DMEM1 )Gibco(  هـا   غشاء اطـراف بيـضه    . قرار گرفت
 فـروس   سـميني هاي   ه تمام لوله  ك طوري هبرش داده شد ب   

بـا اسـتفاده از سـرنگ       .  قـرار گرفـت    محيط كـشت  داخل  
قطعـه قطعـه گرديـد تـا         فروس  سمينيهاي   لوله،  انسولين

 محـيط كـشت   هـاي بيـضه وارد       هاي مختلف سـلول    رده
 10هاي بيضه بـه مـدت        پتري ديش محتوي سلول   . شود

 قرار گرفت تا به CO2 5% با C °37دقيقه داخل انكوباتور
طور كامل داخـل محـيط قـرار         هتعادل رسيده و سلولها ب    

 سپس با استفاده از پيپت پاستور فقط محيط كشت. گيرد

                                                           
1- Dulbeccos Modified Eagles Medium 

 ها داخل لوله آزمايش استريل     حاوي انواع مختلف سلول   
در انجام اين عمـل دقـت شـد      . اي جمع آوري گرديد    شده

فروس به لوله آزمايش منتقـل       نيهاي سمي  كه بقاياي لوله  
 5محتـوي انـواع مختلـف سـلول بـه مـدت         محيط  . نشود

ــرعت   ــا س ــه و ب ــانتريفوژrpm 1000دقيق ــس از  و س پ
 محــيط كــشت توســط مجــدداً ســلولي رســوبتــشكيل 

DMEM   حاصـل رسـوب سـلولي   .  شستـشو داده شـد ،  

ــسبت   ــه ن ــيط كــشت   10 بــه 1ب ــط مح  DMEM توس
، دانشكده دامپزشكي دانـشگاه تهـران     ( FBS2 %10حاوي
 96كـشت سـلولي بـه مـدت         رقيـق شـده و بـراي        ) ايران

  .ساعت مورد استفاده قرار گرفت
 هـاي اسـپرماتيد    تشخيص افتراقي انواع سـلول    به منظور 

 سـلولي   ،3گـرد اسـپرماتيد   : هاي زير موردنظر بود    ملاك
گرد بـوده و سـطح سيتوپلاسـم آن صـاف و يكنواخـت              

 گرد و مركزي است كه علائمي از تراكم در          ،هسته. است
طـراف هـسته كمـي سيتوپلاسـم        در ا . شود آن ديده نمي  

نقطـه روشـني مـشابه      ،  بوده و در بخش فوقـاني هـسته       
در اين مرحله فلاژلي    . شود وزيكول آكروزومي ديده مي   

  ، سـلول  4در حال طويل شـدن    دراسپرماتيد  . وجود ندارد 

                                                           
2- Fetal Bovine Serum 
3- Round 
4- Elongating 

 سوسپانسيون سلولي غير منجمد حاصل از بيضه - 1تصوير 
   Elongatedو ) * (Elongating) →(در تصوير اسپرماتيد گرد ( موش

 .)400× بزرگنمايي . مشاهده مي شود ) ●(

  ضه موش  سوسپانسيون سلولي غيرمنجمد حاصل از بي- 2تصوير 
  و ) →(در تصوير اسپرماتيد گرد مرده ( ميزي با تريپان بلوآ  پس از رنگ

  .)400× بزرگنمايي . مشاهده مي شود ) ●( زنده Elongatedو ) *(زنده 
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ــت اســت    ــل رؤي ــلاژل قاب ــاري از ف ــوده و آث ــضي ب  . بي

 طويـل بـوده و سـطح        ي سـلول  ،1طويـل شـده   اسپرماتيد  
ــيه  ــسته    حاش ــي ه ــب خلف ــاملاً در قط ــمي ك   سيتوپلاس
  .)1شكل  ()16،15(قرار دارد

اسـپرماتيد در   ،  گردهاي اسپرماتيد    جهت شمارش سلول  
 حجـم معلـومي     اسپرماتيد طويل شده  وحال طويل شدن    

   را كـه رقـت آن       محيط كشت از سوسپانسيون سلولي و     
 توسط پيپت پاستور برداشـت و بـر روي          ،   بود 10 به   1

هاي نامبرده در ميدان ديد      سلول .تخليه گرديد لام نئوبار   
لام نئوبار توسط ميكروسكوپ نـوري و روش مـشاهده          

  . شئي مشاهده و شمارش گرديد40مستقيم با عدسي 
هاي مرده و زنده از خاصيت       براي شمارش تعداد سلول   

 2ها نسبت بـه رنـگ تريپـان بلـو          نفوذپذيري غشاء سلول  
يون سقطره از سوسپانين ترتيب كه يك ه اب. استفاده شد

سلولي رقيق شده،  توسط پيپت پاسـتور روي لام قـرار            
 .گرفته و سپس يك قطره تريپان بلو بـه آن اضـافه شـد             

ــر    ــده و زيـ ــانده شـ ــل پوشـ ــط لامـ ــره توسـ روي قطـ
 و   مشاهده گرديد  40ميكروسكوپ نوري با عدسي شئي      

هاي زنده درحداقل صد سلول شمارش شده      تعداد سلول 
  .)2شكل  (شدظر، محاسبه از انواع مورد ن

در  FBS10% وDMEM در محيط Veroهاي زنده  سلول
 كشت داده شدند كـه دو يـا         ml50به حجم   داخل فلاسك   

سه روز تكثيـر يافتـه و بعـد محـيط كـشت روي سـطح                
 %5/0 محلـول تريپـسين      ml5  سـپس  .ها تخليه شد   سلول

 بــه EDTA% 04/0بــه اضــافه  PBS(3( در فــسفات بــافر
هـا از كـف    پس از جدا شدن سلول . رديدفلاسك اضافه گ  

 محيط كشت به آنهـا اضـافه        ml10،  فلاسك و تعليق آنها   
هـا   د تا از فعاليـت بيـشتر تريپـسين و تخريـب سـلول             ش

 بـه لولـه     Veroهاي   محلول حاوي سلول  . جلوگيري شود 
 5 بـه مـدت      g 400آزمايش استريل منتقـل و بـا شـتاب          

  ، قطرات mm30ديش با قطر      در پتري  ودقيقه سانتريفوژ   

                                                           
1-Elongated  
2- Trypan Blue 
3- Phosphate Buffer Salin 

µl 50      و روي آن    ه شـد   از محلول حاوي سلول قـرارداد 
با يك لايه نازك روغـن پـارافين پوشـانده شـد و پتـري               

 بــا دمــاي CO2 5%  حــاويديــش بــه داخــل انكوبــاتور

ºC3717( منتقل گرديد.(  
هاي  هاي مورد مطالعه در اين پژوهش شامل گروه        گروه

ــون   ــاهد، آزم ــون 1ش ــود2 و آزم  ــ.  ب ــروه ش اهد در گ
 رقيـق شـده و      10 بـه    1سوسپانسيون سلولي به نسبت     

 از محلول سوسپانسيون سـلولي بـه داخـل    µl 10سپس
 منتقـل   DMEM+FBS10%قطرات حـاوي محـيط كـشت        

 ساعت تعـويض محـيط كـشت، شـمارش          24هر  . گرديد
 ميزان درصـد زنـده مانـدن         در واحد ميلي ليترو    سلولي

  .انجام شد سلولهاي اسپرماتيد
 سوسپانـسيون سـلولي     µl10مقـدار ،   1ن  در گروه آزمو  

بـه  ، داخـل قطـرات      10 بـه    1پس از رقيق شدن به نسبت       
ــم ــلول  µl50حجـ ــه سـ ــك لايـ ــاوي تـ ــاي    حـ    Veroهـ

 ســاعت تعــويض محــيط كــشت، 24هــر . منتقــل گرديــد
 و ميزان درصد زنده      در واحد ميلي ليتر    شمارش سلولي 

  .ها انجام شد ماندن سلول
ــون  ــروه آزمـ ــدار 2در گـ ــسيون  اµl10 مقـ   ز سوسپانـ

  حــاوي  µl50ســلولي رقيــق شــده بــه قطــرات بــه حجــم 
   IU/l 50 rFSH كــه قــبلاً بــه آن Veroتــك لايــه ســلول 

)Gonal-h Sereno,Holand(و l/ µmol1  ــستوسترون تـ
. اضافه شده بود، منتقل گرديد    ) شركت ابوريحان، ايران  (

 ساعت تعويض محيط كشت،     24هاي قبلي هر     نظير گروه 
 و تعيــين ميــزان در واحــد ميلــي ليتــر شــمارش ســلولي

كه نيمه   از آنجائي . ها انجام شد   درصد زنده ماندن سلول   
 ساعت يكبار 24 ساعت نيست هر 24 بيش از rFSHعمر 

  . هر دو هورمون به محيط كشت اضافه گرديد
هـاي مـورد نظـر در واحـد       سـلول   تعداد  ميانگين يسهمقا

  ميـانگين   انحراف معيـار و همچنـين      ±) ميلي ليتر ( حجم  
ــدن  ــده مان ــزان درصــد زن ــار± مي ــراف معي ــواع  انح  ان

ــلول ــاري   سـ ــون آمـ ــط آزمـ ــپرماتيد توسـ ــاي اسـ  هـ
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Repeated Measure ANOVA  مــــورد ارزيــــابي  

    .    تعيين شدP<0.05داري در حد  قرار گرفته ومعني
  

  نتايج 
هـاي اسـپرماتيد      نمايـانگر تعـداد سـلول      1شماره  جدول  

ل شدن و اسپرماتيد طويـل       اسپرماتيد در حال طوي    ،گرد
هـاي شـاهد و     سـاعت كـشت در گـروه     96 در طـي     شده

در گـروه شـاهد ميـانگين تعـداد         . باشـد   مي 2و1آزمون  
ــلول ــشت   ســ ــل از كــ ــرد قبــ ــپرماتيد گــ ــاي اســ   هــ

 /ml104× 3/6±81   ــه در طــي ــود ك  ســاعت كــشت 96ب
ها مشاهده شد تا در روز        شديدي در تعداد سلول    كاهش

گروه آزمـون    در.  رسيد ml104×5/4±11/آخر به ميزان    
 ml104×9/4±86/ ها قبل از كشت       ميانگين تعداد سلول   1

  هـا   بود كه پس از كشت كاهش تدريجي در تعداد سـلول          

 سـاعت بـه ميـانگين       48كـه بعـد از        مشاهده شد تا ايـن    
/ml104 ×5/4 ±65 پس از آن سير نزولي افزايش      .  رسيد

در .  رسـيد  ml104×3/7± 28/كه بـه ميـانگين       يافت تا اين  
هـــا از ميـــانگين    تعـــداد ســـلول 2گـــروه آزمـــون  

/ml104×5/8±90          در طول دوره كـشت كـاهش تـدريجي 
ــزان   ــه ميـ ــشت بـ ــار روز كـ ــان چهـ ــت و در پايـ   داشـ

/ml104 ×9/4±48 دار  مقايسه آماري تفاوت معني   .  رسيد
  ). > 01/0P(مابين سه گروه نشان داد

د  مشخص شد كه كاهش تعدا1  شمارهبا توجه به جدول
هاي اسپرماتيد در حال طويل شـدن گـروه شـاهد             سلول

 24 سـاعت كـشت، شـديد بـود كـه در طـي               96در طول   
  ســاعت اول رونــد نزولــي تــدريجي بــود و بعــد شــدت  

  هـا از     ميانگين تعـداد سـلول     1در گروه آزمون    . پيدا كرد 
/ml104×7±72     ــعودي ــد ص ــا رون ــشت ب ــداي ك  در ابت

  هاي اسپرماتيد گرد، اسپرماتيد در حال طويل شدن و اسپرماتيد طويل شده در   مقايسة تعداد سلول-1جدول 
 2و 1هاي آزمون   شاهد و گروه طي چهار روز كشت مابين گروه

  ساعت96
M±SD 

  ساعت72
M±SD 

  ساعت48
M±SD 

 ساعت 24
M±SD 

 قبل از كشت
M±SD 

  زمان كشت-تعداد
 گروه

 گروه شاهد 3/6±81 2/8±70 7±49 5/4±29 5/4±11

 a 1گروه آزمون 9/4±86 9/4±76 5/4±65 5±45 3/7±28

رد 2bگروه آزمون 5/8±90 7/5±5/85 2/8±5/76 9/4±66 9/4±48
د گ

اتي
رم
سپ

ا
 

 گروه شاهد 7±67 8/11±58 3/10±43 6/9±25 8/8±11

 1aگروه آزمون  7±72 9/9±75 2/11±68 9±56 3/7±44

 2aگروه آزمون  7/7±69 13±72 5/11±75 2/10±5/70 6/7±5/61

اس
ال 

 ح
در

يد 
مات

پر
دن

 ش
يل
طو

  

 گروه شاهد 3/7±46 9/5±35 7±19 4/5±7 4/2±5/1

 1aگروه آزمون  2/8±46 8/9±44 4/5±42 5/4±29 3/7±14

يد  2a,bگروه آزمون  7/5±5/49 6±51 9±5/46 7/7±39 7/5±5/25
مات

پر
اس

 

ده
 ش

يل
طو

 

 .  اســت104 انحــراف معيــار مــي باشــد و داراي ضــريب  ±)ميلــي ليتــر(مقــادير بــر حــسب ميــانگين تعــداد ســلول هــا در واحــد حجــم 

a : ،تفاوت معني دار با گروه شاهد b : 05/0سطح معني داري در حد  (1تفاوت معني دار با گروه آزمونP< است .(  
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 ml104×9/9±75/ سـاعت اول بـه مقـدار         24تدريجي در   
  ها به تدريج تنزل يافت تا رسيد و بعد از آن تعداد سلول

 2در گروه آزمون    .   رسيد  ml104×3/7 ±44/ به ميانگين   
 ml104×7/7 ±69/هـا قبـل از كـشت         ميانگين تعداد سلول  

بــود ودر دو روز اول كــشت رونــد صــعودي تــدريجي  
 ml 104×5/11±75/مــشاهده شــد و ميــانگين تعــداد بــه  

در مقايـسه آمـاري     . د روند نزولي آغـاز شـد      رسيد وبع 
دار  گروه شاهد بـا هـر دو گـروه آزمـون تفـاوت معنـي              

ــاوت  ) >001/0P( داشــت ــين دو گــروه آزمــون تف امــا ب
 .دار مشاهده نشد معني

 گـروه   طويـل شـده   هاي اسـپرماتيد     ميانگين تعداد سلول  
شاهد در تمامي مدت كشت داراي روند نزولي بـود و از            

 كشت روند نزولي با شـتاب بيـشتري          ساعت پس از   24
 ml104×4/2±5/1/انتهاي دوره كشت به    ادامه يافت تا در   

 سـاعت   48 رونـد نزولـي در       1و در گروه آزمون      رسيد
 در  ml104×2/8± 46/ از   كـه    به طوري اول خيلي كم بود     

  ســاعت48 ز  بعــد اml104×4/5±42/ابتــداي كــشت بــه 
ا بـه تعـداد      پس از آن سير كاهش ادامه يافـت ت ـ         رسيد و 

/ml104×3/7±14 رسيد .  
ــون   ــروه آزم ــد   24 در 2در گ ــشت رون ــاعت اول ك  س

طويـل  هـاي اسـپرماتيد      صعودي نسبي در تعداد سـلول     
 كـاهش  سـپس و ) 1 شـماره  جـدول (  مـشاهده شـد    شده

كـه در پايـان دوره       داشت تا اين   تدريجي در تعداد وجود   
ــه  ــاري .  رســيدml104×7/5±5/25/كــشت ب ــسه آم مقاي

ها از نظر ميـانگين      داري را بين تمامي گروه     نيتفاوت مع 
  ).>001/0p( نشان دادطويل شدهتعداد اسپرماتيدهاي 

ــدول  ــد آن در    2ج ــدن و رون ــده مان ــزان درصــد زن مي
 اسپرماتيد در حال طويل شدن    ،  گرد هاي اسپرماتيد  سلول

   اسپرماتيد طويل شده واسپرماتيد در حال طويل شدن مقايسة ميزان درصد زنده ماندن سلول هاي اسپرماتيد گرد، -2جدول 
  2و 1هاي آزمون   شاهد و گروه در طي چهار روز كشت مابين گروه

   ساعت96
M±SD 

   ساعت72
M±SD 

   ساعت48
M±SD 

   ساعت24
M±SD 

  قبل از كشت
M±SD 

  زمان كشت- درصد
 گروه   

 گروه شاهد 8/1±3/90 3/4±2/77 3/5±4/55 9/14±3/34 10±5/17

 a 1گروه آزمون 2±6/88 4/5±1/75 2/4±61 3/6±4/44 1/8±4/28

رد 2aگروه آزمون 3/1±5/89 1/2±3/78 6/4±3/66 4/4±53 8/7±4/37
د گ

اتي
رم
سپ

ا
 

 گروه شاهد 8/1±6/89 9/3±9/75 8/3±6/51 9/13±8/32 8/11±8/16

 1aگروه آزمون  6/1±3/89 8/5±4/75 1/6±5/59 7/4±8/42 5/7±8/27

ال  2aگروه آزمون  3/1±5/89 2/2±8/77 6/4±8/56 3/5±1/52 1/9±5/36
 ح
در

يد 
مات

پر
اس

دن
 ش

يل
طو

  

 گروه شاهد 3/1±89 4/3±7/74 5/3±53 9/12±8/31 5/11±7/15

 1aگروه آزمون  5/1±6/89 5/5±5/75 2/6±3/85 4/2±5/40 2/8±9/24

يد  2aگروه آزمون  3/1±5/89 3±1/77 9/4±5/64 7/5±6/49 2/8±2/34
مات

پر
اس

 

يل
طو

ده
 ش

 

 .  است104 انحراف معيار مي باشد و داراي ضريب  ±)ميلي ليتر(مقادير بر حسب ميانگين درصد  سلول هاي زنده در واحد حجم 

a : 05/0سطح معني داري در حد ( با گروه شاهد دار تفاوت معنيP< است (    . 
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 اسپرماتيد در حال طويل ،)الف( هاي اسپرماتيدگرد  سلول مقايسه درصد زنده ماندن- 1نمودار  
هاي  در طي چهار روز كشت ما بين گروه شاهد و گروه) ج( اسپرماتيد طويل شده  و)ب(شدن 

 2 و 1آزمون 

 ساعت كشت ما بـين      96 در طي    اسپرماتيد طويل شده  و  
يج حاصله بيـانگر كـاهش       نتا .دهد  را نشان مي   سه گروه 

هـاي اسـپرماتيد در سـه گـروه          ميزان زنده ماندن سلول   
و در   شـديدتر منتهي ايـن كـاهش در گـروه شـاهد           . بود

هـاي    هـاي آزمـون بـه دليـل اثـرات مفيـد سيـستم               گروه
ــم ــش هـ ــنظم ي تكـ ــر و مـ ــون كمتـ ــود  و هورمـ ــر بـ    تـ

  .)1  شمارهنمودار(
  

   بحث
ــه اســپرماتوژنز و   در محــيط  اســپرميوژنزدســتيابي ب

ــين   ــسياري از محققــ ــوع تحقيــــق بــ  كــــشت، موضــ

بـه منظـور نيـل بـه ايـن هـدف اسـتفاده از               . بوده اسـت  
  اولبخــش در. كــشتي توصــيه شــده اســت سيــستم هــم

 به عنوان سلول پشتيبان     Veroتحقيق از تك لايه سلولي      
هاي اسپرماتيد   استفاده شده و نتايج نشان داد كه سلول       

د را ادامـه داده و بـه        تواننـد رونـد بلـوغي خـو         گرد مـي  
.  تبـديل شـوند    شـدن   در حال طويل  هاي اسپرماتيد    سلول

ــانگر كــاهش تعــداد ســلول   ــز بي ــايج حاصــله ني هــاي  نت
 ساعت اول كشت و افزايش نسبي       24اسپرماتيد گرد در    

 در همان   شدن  در حال طويل  هاي اسپرماتيد    تعداد سلول 
تـوان بـه      علت اين امر را مـي     . مدت زمان ذكر شده است    

كشتي نـسبت داد كـه بـه صـورت           هاي هم  ثرات سيستم ا
هاي مثبت و يا منفي عمل كرده و سـبب بهبـود              مكانيسم
ــي ــي  ويژگ ــاي ســلولي م ــي، . شــوند ه ــسم منف در مكاني
اي پشتيبان قادرنـد عوامـل مـزاحم را از محـيط            ه سلول

  ).17(كشت حذف كنند
هـاي پـشتيبان فاكتورهـاي       در مكانيسم مثبـت از سـلول      

فاكتور رشد انسولين ترشح شده كـه ايـن         تروفيك نظير   
هاي اسپرماتيد گرد شـده      عمل سبب تحريك رشد سلول    

  . آورد و از تاخير رشد آنها نيز جلوگيري به عمل مي
هاي پـشتيباني نظيـر      برخي محققان معتقدند كه از سلول     

Vero   رشد جنـين    هشود كه ب    پلي پپتيدي ترشح مي   مادة 
  ).19،18(كند كمك ميها  و سلول

 بـه عنـوان     Veroر پژوهش حاضر، از تك لايـه سـلول          د
كشتي استفاده شد چرا كـه ايـن         سلول پشتيبان جهت هم   

ــشا  ــيتناســلي ادراريســلول من ــه   داشــته و م ــد ب توان
  ).17(هاي ژرمينال كمك كند سلول

 Maeda و )Menck )20تحقيقات صـورت گرفتـه توسـط      
هـاي سـلولي در محـيط          نشان داد كـه از تـك لايـه         )21(

پپتيدهاي محرك رشد آزاد شده كـه در نتيجـه           پليكشت  
از طـرف ديگـر يـك       . آيـد   بر توقف رشد سلول فائق مـي      

ــل    ــه عام ــواد در محــيط كــشت وجــود دارد ك ســري م
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  اي اســـپرماتيد گـــرد  هـــ بازدارنـــده رشـــد ســـلول  
   و غلظت زياد گلوكز 1نظير هايپوزانتينشود  محسوب مي

  شـود و     مـي كه تك لايه سلولي يا سبب از بين رفتن آنها           
 تواند گلوكز را به پيروات تبديل كـرده و در نتيجـه             يا مي 

هاي اسپرماتيدگرد   تبديل سلول . از اثرات سمي آن بكاهد    
 تـوان   مـي   را شدن  در حال طويل  هاي اسپرماتيد    به سلول 

  Veroبــه اثــرات ســودمند اســتفاده از تــك لايــه ســلول  
ــد از    ــوغ بع ــدم بل ــسبت داد و ع ــشت را  24ن ــاعت ك  س

ان به دليل مصرف زيـاد مـواد مغـذي موجـود در             تو  مي
كـشتي   هاي به كار رفتـه در هـم        محيط جهت تكثير سلول   

شود مواد غذايي به انـدازه كـافي در     دانست كه سبب مي   
محققـين   . اسـپرم قـرار نگيـرد   سازندةهاي  اختيار سلول

 Vero Cellديگر نيز بـه نتـايج مـشابهي در اسـتفاده از     
ــوز اسپرمات ــل مي ــراي تكمي ــدا  ب ــه دســت پي وســيت اولي

 در هـم    )23( هرچنـد كـه بعـضي از محققـين         .)22(دكردن
 نتوانستند بلوغ   Veroهاي   كشتي اسپرماتيد گرد با سلول    

  . بدست آورندبا درصد بالا 
هاي  كشتي سلول   از تحقيق به محيط هم      ديگري در بخش 

 و  FSH rهـاي    ، هورمـون  Veroاسپرماتيد گرد با سلول     
نتايج حاصله نـشان داد كـه       . دتستوسترون اضافه گردي  

 را  اسـپرميوژنز هاي اسپرماتيد گرد قادرنـد رونـد         سلول
در حـال طويـل     هـاي اسـپرماتيد      ادامه داده و بـه سـلول      

كاهش تعـداد  .  تبديل شوند اسپرماتيد طويل شده   و   شدن
هـاي اسـپرماتيد گـرد موجـود در سوسپانـسيون            سلول

وي كشتي حـا   سلولي حاصل از بافت بيضه در محيط هم       
 سـاعت  48 و تـستوسترون بعـد از    rFSHمقـادير زيـاد  

هـا در محـيط فاقـد        كشت نسبت به زماني كه اين سـلول       
 )گـروه شـاهد   (كشتي و هورمـون كـشت داده شـدند           هم

هـاي    و بر عكس افزايش نسبي تعداد سـلول        مشاهده شد 
 در شده اسپرماتيد طويل و شدن در حال طويلاسپرماتيد 

 كه سيستم ه اين مطلب استدهند همين مدت زماني نشان
كشتي كه به آن هورمون اضافه شود قـادر اسـت در             هم

                                                           
1- Hypoxanthine  

هـاي اسـپرماتيد      ساعت كشت به تمـايز سـلول       48دوره  
برخي محققان بـه دنبـال كـشت        . گرد به طويل كمك كند    

هـاي   هاي بيوپسي بيضه انساني دريافتند كه سلول     نمونه
در انـد اگـر      ژرمينال در مرداني كـه توقـف بلـوغ داشـته          

 و تـستوسترون قـرار      FSHهاي بالايي از     معرض غلظت 
 ساعت پس   48و24سازي را طي     توانند اسپرم  گيرند، مي 

از كشت ادامه داده و اسپرماتيدهاي گـرد نيـز برتوقـف            
سازي غلبه نمايند و به اسپرماتيدهاي طويل        روند اسپرم 
 لازم بـه ذكـر اسـت كـه برخـي از             .)25و24(تبديل شوند 

الا تر از مقدار بكار برده شده در ايـن          محققين دوزهاي ب  
   ).24(كنند پژوهش را توصيه مي
سازي از لحـاظ هورمـوني توسـط         شروع و بقاي اسپرم   

FSH    برخي محققين  . )26(گردد   و تستوسترون تنظيم مي
اند كه تستوسترون هورمون اصـلي تنظـيم          بر اين عقيده  

 نقــش FSH در پــستانداران بــوده و اســپرميوژنزكننــده 
 و همكـاران بيـان      Sun در همين رابطـه      ).27(داردجزئي  

كردند كه تستوسترون سبب تغيير شكل اسپرماتيد گرد        
 امـا تحقيقـات صـورت       ).28(شود  به اسپرماتيد طويل مي   

دهنـده ايـن      نشان )24 ( و همكاران  Tesarikگرفته توسط   
اي در هـسته       سـبب تغييـرات ويـژه      FSHمطلب است كه    

نظير تراكم هسته، مهاجرت محيطي و برجـستگي هـسته          
به عبارت ديگر، رشـد     . شود  در اسپرماتيدهاي انسان مي   

دم در اسپرماتيد گرد، تسريع تقـسيمات ميـوزي، تـراكم           
  هـــسته و طويـــل شـــدن اســـپرماتيدگرد وابـــسته بـــه

 FSHاست  .  
ــت  ــق از غلظـ ــن تحقيـ ــاي  در ايـ و ) FSH r) IU/l 50هـ

ــرا براســاس  ) µmol/l1(تــستوسترون  اســتفاده شــد زي
 Mendoza و Tesarikتحقيقــات صــورت گرفتــه توســط 

سازي  غلظت بالاي اين دو هورمون سبب تحريك اسپرم       
تاثيرات مثبـت   . )29و25(شود    هاي ژرمينال مي   در سلول 

FSH           و تستوسترون برروي مراحـل ابتـدايي و انتهـايي 
 هاي سرتولي امكـان پـذير      ولسازي با واسطه سل    اسپرم
ــت هــاي ســرتولي از   و جــدايي كامــل ســلول  ) 30(اس
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توانـد علـت عـدم        هاي ژرمينال و آسـيب آنهـا مـي         سلول
  . سازي باشد پيشرفت اسپرم

در اين تحقيق سوسپانسيون سلولي از طريق جداسازي        
هـاي انـسولين بـه     ها با استفاده از سرنگ    مكانيكي سلول 

ن نـوع جداسـازي اكثـر       هـر چنـد كـه در اي ـ       . دست آمـد  
ها به صورت منفرد رها شدند اما با اينحال برخي           سلول
 -هــاي ســلولي ژرمينــال هــاي ژرمينــال در تــوده ســلول

در شرايط كشت آزمايشگاهي،    . ور شدند  سرتولي غوطه 
ــلول ــواد هو    س ــت م ــن اس ــرتولي ممك ــاي س ــونيه    رم

كننده رشد را ترشح كنند كه سبب        تنظيم كننده و تحريك   
هاي ژرمينال در همان قطره كشت       تمايز سلول حمايت و   

هـاي سـرتولي موجـود در        پس هر چقدر سلول   . شود  مي
محيط كـشت از حيـات و سـلامتي بيـشتري برخـوردار             

هاي ژرمينال بـراي رسـيدن    باشند، سبب پيشرفت سلول   
 و  FSHهورمونهـاي   . )16(شود  به مراحل بعدي رشد مي    

تولي هـاي سـر    تستوسترون با تـاثيري كـه روي سـلول        
هاي ژرمينال شده  گذارند سبب حمايت از تمايز سلول  مي

هاي سرتولي نسبت بـه      و سبب افزايش حساسيت سلول    
 و انـسولين    FSHهـاي     هورمون عمل. شوند  انسولين مي 

تنظيم متابوليسم گلوكز و تحريك ترشح سلول سرتولي        
 RNA طبيعي و سـنتز      اسپرميوژنزاست كه براي شروع     

هاي ژرمينـال    بقاي سلول . ستاسپرماتوسيت ضروري ا  
ــلول  ــد س ــده    و تزاي ــر عه ــپرماتوگونيا ب ــاي اس  FSHه

 در حاليكـــــه تـــــستوسترون بـــــرروي )31(اســـــت
ــه   ــديل آن بـ ــبب تبـ ــرده و سـ ــر كـ ــپرماتوگونيا اثـ اسـ

 و به عنوان يـك مـاده ضـد          )32(شود  اسپرماتوسيت مي 
  ).33(كند ها عمل مي آپوپتوز برروي اسپرماتوسيت

كشتي  ه همزمان از سيستم هم    در اين پژوهش كه استفاد    
 پيشرفت بلوغي   دو روز ، بعد از گذشت     شدرو هورمون   

ــل       ــه دلايـ ــت بـ ــن اسـ ــه ممكـ ــد كـ ــشاهده نگرديـ   مـ
  : زير باشد

هــاي مكــرر محــيط كــشت، جــدايي  در اثــر تعــويض -1
هاي ژرمينال بيشتر شده و      هاي سرتولي از سلول    سلول

ــون   ــأثير هورم ــه ت ــاس   در نتيج ــق تم ــا از طري ــاي  ه ه
هــاي ســلولي   ژرمينــال در تــوده-اي ســرتوليهــ ســلول

هاي ژرمينـال دچـار      سلول حياتپس  . كاهش يافته است  
  .  و پيشرفت بلوغي متوقف شده استاختلال شده

كشتي  هاي هم  هاي به كاررفته در سيستم     چون سلول  -2
ميزان زيادي از مواد مغذي موجـود در محـيط را بـراي             

مكن اسـت سـبب     كنند، اين عمل م     تكثير خود استفاده مي   
  . كاهش مواد لازم جهت بلوغ شده باشد

به دليل استفاده از سوسپانسيون سلولي ممكن اسـت         -3
هــاي ســوماتيك غيــر ســرتولي ســبب تغييــر در   ســلول

مدياتورهاي مترشحه از سرتولي شده و در نتيجه سبب         
ــون  ــأثير هورمــ ــدن تــ ــاي  كمرنــــگ شــ    و FSH rهــ

  . تستوسترون شود
 مطلـب اسـت كـه اسـتفاده از           بيـانگر ايـن    هنتايج حاصـل  

كشتي به همراه هورمون به دليل اثرات مفيـد           سيستم هم 
كـشتي و اثـرات سـودمند        هاي مثبت و منفي هم     مكانيسم

 و تـستوسترون سـبب      FSH rهـاي    استفاده از هورمون  
افزايش پيـشرفت بلـوغي اسـپرماتيدهاي گـرد شـده در            

ال در ح ـنتيجه سبب تسهيل تبديل آنها به اسپرماتيدهاي      
در ايـن   . شـود    مـي  شـده  شدن و اسـپرماتيد طويـل      طويل

قسمت از پژوهش نيز ميزان درصـد زنـده مانـدن انـواع             
هاي اسپرماتيد مورد بررسي قـرار گرفـت كـه بـر            سلول

هـا در طـول      اساس آن ميزان درصد زنده ماندن سـلول       
آزمــون بــه طــور هــاي  گــروه ســاعت اول كــشت در 48

يزان از دست رفتن     م 2جدول  طبق  . تدريجي كاهش يافت  
 ســاعت اول كــشت در محــيط حــاوي  48هــا در  ســلول

تري نسبت بـه محـيط    كشتي سير تدريجي هورمون و هم 
توان حفظ حيات اين  بدون هورمون داشت كه علت را مي    

 و  FSH rهـاي    ها در محيط كشت توسط هورمون      سلول
و اثـرات   ) هـاي سـرتولي    از طريـق سـلول    (تستوسترون  

 البتـه همـانطور كـه برخـي از          .كـشتي دانـست    مثبت هـم  
انـد احتمـالا تغييـر در شـرايط          اشاره كـرده  ) 34(محققين

 ث حفظ حيـاتد باعـتوان  ميºC30اي ـت از جمله دمـكش
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تـر شـده و در نتيجـه بـه           ها در مدت زمان طولاني     سلول
در مجمـوع نتـايج     .  نابالغ كمك كنـد    ژرمهاي   بلوغ سلول 

ــشرفت رو   ــانگر پي ــق بي ــن تحقي ــوغ  حاصــل از اي ــد بل ن
ــستم ســلول كــشتي و  هــم هــاي هــاي اســپرماتيد در سي

رسد كه با توجه به   اما بنظر مي   . هورمون بود  -كشتي هم
كشتي شايد بهتـر باشـد       هاي مثبت استفاده از هم     ويژگي
هــاي ســرتولي بــراي پيــشرفت  كــشتي بــا ســلول از هــم

 در محيط كشت استفاده كرد و در عين حال اسپرميوژنز

تواند بـه بلـوغ      كشتي مي   سيستم هم  افزودن هورمون به  
  .هاي اسپرماتيد گرد كمك بيشتري بكند سلول

  
 تشكر و قدرداني

تقدير و تـشكر خـود      بدينوسيله نويسندگان مقاله مراتب     
از حوزة معاونت پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كـه      را  

هاي تحقيق را در قالب پايان نامه دانـشجويي           كليه هزينه 
  . نمايند  ميتقبل نموده است ابراز
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